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On any possible, reasonable or fair criterion, bacteria areand always ha-
ve beenthe dominant forms of life on Earth. Our failure to grasp this most
evident of biological facts arises in part from the blindness of our arrogance
but also, in large measure, as an eﬀect of scale. We are so accustomed to view-
ing phenomena of our scalesizes measured in feet and ages in decadesas
typical of nature.
Stephen Jay Gould (1941-2002)
Je suis parmi ceux qui pensent que la science a la grande beauté. Un
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lement un enfant placé avant les phénomènes normaux qui l'impressionnent
comme un conte de fées.
Marie Curie (1867-1934)
Diese Arbeit widme ich meiner Familie
Inhaltsverzeichnis Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis
1. Einleitung 9
1.1. Lebensraum Boden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.1.1. Funktionen des Bodens . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.1.2. Mikrobielle Biodiversität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.1.3. Aktueller Forschungsstand . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.2. Acidobakterien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.2.1. Phylogenie der Acidobakterien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.2.2. Physiologie der Acidobakterien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
1.3. Projekthintergünde . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
1.3.1. Situation in Namibia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
1.3.2. BIOTA Africa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
1.4. Ziele der vorliegenden Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2. Material und Methoden 17
2.1. Probensammlung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.1.1. Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.2. Allgemein verwendetes Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.3. Puﬀer, Nährmedien und allgemeine Lösungen . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.3.1. Standard Puﬀer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.3.2. Puﬀer für die DNS Extraktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.3.3. Puﬀer, Lösungen und Standards für die Gel-Elektrophorese . . . . 27
2.3.4. Nährmedien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.3.5. Antibiotikalösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.3.6. Selektionslösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.3.7. Lösungen für die Plasmid-Isolierung . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.4. Die Erstellung einer Klonbibliothek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.4.1. Methoden zur DNS-Isolierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.4.2. Qualitative und quantitative Untersuchung der Nukleinsäuren . . 32
2.4.3. In vitro - Ampliﬁkation von DNS-Fragmenten via Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.4.4. Vervielfältigung der gewünschten Zielgenfragmente . . . . . . . . 34
2.4.5. Kontroll-PCR zur Überprüfung von Kontaminationen durch Plasmid-
DNS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
4
Inhaltsverzeichnis Inhaltsverzeichnis
2.4.6. Ampliﬁkation von 16S rRNA-Genfragmenten . . . . . . . . . . . . 36
2.4.7. Anfügen von dATP Überhänge an die PCR-Produkte . . . . . . . 37
2.4.8. Klonierung der 16S rRNA-Gen-Ampliﬁkate . . . . . . . . . . . . . 38
2.4.9. Kultivierung und Stammhaltung rekombinanter E.coli-Stämme . . 40
2.4.10. Isolierung von Plasmid-DNS aus rekombinanten E. coli-Zellen . . 41
2.4.11. DNS-Sequenzierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.4.12. Sequenzierkit, Primer und Auswertungssoftware . . . . . . . . . . 42
2.5. Vergleichende Sequenzanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.5.1. Phylogenie-Softwarepaket ARB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.5.2. Überprüfung auf Chimären . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.5.3. Phylogenie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
2.5.4. Neighbour-Joining . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
2.5.5. Maximum-likelihood . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
2.5.6. Maximum-parsimony . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.5.7. Bootstrapping . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.5.8. Gruppierung der 16S rRNA-Sequenzen für weitere Analysen . . . 47
2.5.9. Coverage-Berechnung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
2.5.10. Rarefaction-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
2.5.11. Vergleich von Gendatenbanken mit UniFrac . . . . . . . . . . . . 48
3. Ergebnisse 50
3.1. Bakterielle 16S rRNA-Sequenzen aus namibischen Böden . . . . . . . . . 50
3.1.1. Isolierung der genomischen DNS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.1.2. Ampliﬁkation und Klonierung der bakteriellen 16S rRNA-Gene . . 50
3.1.3. Sequenzierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.2. Sequenzanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.2.1. Statistische Analysen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.2.1.1. Coverage-Berechnung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.2.1.2. Rarefaction-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.2.1.3. Vergleichen der Gendatenbanken mittels Unifrac . . . . 55
3.2.2. Phylogenetische Analysen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.2.2.1. Die bakteriellen Sequenzen . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
3.2.2.2. Die acidobakteriellen Sequenzen . . . . . . . . . . . . . . 58
5
Inhaltsverzeichnis Inhaltsverzeichnis
4. Diskussion 60
4.1. 16S rRNA-basierende Phylogenie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.1.1. Genbibliotheken . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.1.2. Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften in namibischen
Böden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.1.2.1. Coverage-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
4.1.2.2. Rarefaction-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
4.1.2.3. UniFrac-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
4.1.2.4. Acidobacterien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
4.1.2.5. Actinobakterien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
4.1.2.6. Bacilli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
4.1.2.7. Chloroﬂexi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.1.2.8. Verrucomicrobia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.1.2.9. Proteobacteria . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.2. Konklusion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66
5. Zusammenfassung 68
6. Summary 69
7. Abkürzungsverzeichnis 70
8. Literaturverzeichnis 75
Literatur 75
9. Danksagung 91
A. Anhang 93
B. Curriculum vitae 94
6
Abbildungsverzeichnis Abbildungsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis
1. Allgemeines Schema von bakteriellen Metabolismen im Kohlenstoﬀkreis-
lauf mit Verbindung zum Stickstoﬀ- und Schwefelkreislauf unter oxischen
und anoxischen Bedingungen. Aus Einführung in die Geochemie, Killops
et al., 1997. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
2. Bakterienphyla basierend auf Maximum-Parsimony Analysen von 5500
16S rRNA Sequenzen. Der Balken gibt 10% Sequenzunterschied an. (Lud-
wig et al., 1997) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
3. Schematischer Baum des Phylums der Acidobacteria basierend auf 16S
rRNA Gen-Sequenzen berechnet über eine Maximum-Likelihood Analyse.
Der Balken steht für 10% Sequenzunterschied. (Barns et al., 2007) . . . . 13
4. Forschungstationen in Namibia. (www.biota-africa.org) . . . . . . . . . . 17
5. Bodenhorizont; Mutompo (Foto: Michael Hannig, MPI Marburg) . . . . . 18
6. Oﬀene Waldregion Namibias (Foto: Michael Hannig, MPI Marburg) . . . 18
7. 1% Agarose-Gel (nicht denaturierend) von Beispielen einer kombinierten
DNS/RNS Extraktion nach Lueders (Lueders et al., 2004); (8,9) Acker-
boden; (10) Brachland; (11) ursprünglicher Boden; (L) Kb Leiter. . . . . 50
8. 1% Agarose-Gel einer Temperatur-Gradienten-PCR als Beispiel. A1-8,
Acidobacterien Template; B1-8 Streptomyces Template; C1-8, Verruco-
microbia Template. Gradient: 47 °C (1) - 67,8 °C (12) . . . . . . . . . . . 51
9. 1% Agarose-Gelbild einer M13 Screening-PCR als Beispiel. Klone mit
Bande bei etwa 1480 bp wurden sequenziert. . . . . . . . . . . . . . . . . 52
10. Rarefaction-Kurve NamUb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
11. Rarefaction-Kurve NamBr . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
12. Rarefaction-Kurve NamAc . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
13. Phylogenetischer auf 16S-rRNA basierender Maximum-Likelihood-Baum
aller erhaltenen OTUs. Der Balken steht für 10% Sequenzunterschied. . . 56
14. Verteilung der 16S rRNA-Gene in allen drei Klonbibliotheken . . . . . . . 57
15. Neighbour-Joining Baum der Acidobakterien. Die Zahlen in den Clus-
tern stehen für die Anzahl an eingerechneten Sequenzen. Der Längenbal-
ken repräsentiert einen Sequenzunterschied von 10%. . . . . . . . . . . . 58
16. Diagramm der erhaltenen Acidobakterien-Gruppen in allen Klonbiblio-
theken . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
7
Tabellenverzeichnis Tabellenverzeichnis
Tabellenverzeichnis
1. Untersuchte Proben (pers. Mitt. Jörg Overmann) . . . . . . . . . . . . . 19
2. Öﬀentlich zugängliche Software . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
3. Verwendete Laborgeräte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
4. Verbrauchsmaterialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
5. Verwendete Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
6. Verwendete molekularbiologische Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
7. Primer für M13 PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
8. Programm der M13 PCR Reaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
9. Programm der 16S rRNA PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
10. Verwendete Primer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
11. Verwendete Kompetitoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
12. Primer für die Sequenzierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
13. Teperatur-Gradienten der Gradienten-PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
14. Klonbibliotheks-Kategorien der Bodenproben. Die PCR-Produkte der DNS-
Extraktionen (Nam 1 - Nam 29) wurden entsprechend der Bodenbehand-
lungsart gepoolt (NamUb, NamBr, NamAc) . . . . . . . . . . . . . . . . 52
16. Anzahl der Klonsequenzen der einzelnen OTUs der drei Genbanken. Se-
quenzunterschiede betragen 3% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
17. UniFrac Signiﬁkanz; P-Werte der gesamten Klonbibliothek . . . . . . . . 55
18. UniFrac Signiﬁkanz; P-Werte der acidobakteriellen Sequenzen . . . . . . 56
19. Acidobakterien-Gruppenverteilung auf die unterschiedlichen Böden . . . 59
20. Bakterielle Sequenzen mit ≥ 90% Sequenzähnlichkeit zu kultivierbaren
Mikroorganismen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
8
1 EINLEITUNG
1. Einleitung
1.1. Lebensraum Boden
1.1.1. Funktionen des Bodens
Der Boden bildet die Grundlage für Wasser, Nährstoﬀe und Energie, die für den Aufbau
der gesamten Biosphäre nötig ist. Die wichtigsten Elemente die bei den bodenbilden-
den Prozessen eine Rolle spielen sind Kohlenstoﬀ (C), Stickstoﬀ (N), Schwefel (S) und
Phosphor (P) (Hollemann und Wiberg, 1985; von Mering et al., 2007). In den meisten
terrestrischen Habitaten beginnt die Kompostierung, also die Zersetzung organischen
Materials mit der hydrolytischen Depolymerisation von langkettigen Makromolekülen
wie Proteine, Polysaccharide und Fette. Dabei werden mittels extrazellulärer Enzyme
organische Polymere in Monomere umgewandelt. Die hierbei entstehenden Aminosäuren,
Monosaccharide und Fettsäuren werden dann unter oxischen oder anoxischen Bedingun-
gen mineralisiert. Bakterielle Gemeinschaften in Böden sind integraler Bestandteil von
biogeochemischen Prozessen terrestrischer Ökosysteme. Trotz des enormen Einﬂusses
von bodenbewohnenden Mikroorganismen ist deren Verteilung, Zusammensetzung und
Funktion noch weitgehend unbekannt, da nur 0,3% bislang kultiviert werden konnten
(Gans et al, 2005). Dabei erfüllen sie die Aufgabe Stoﬀe über Fermentations- und Mine-
ralisierungsprozesse umzusetzen und wiederum höheren Organismen zur Verfügung zu
stellen und sind damit die wichtigsten Akteure aller Stoﬀkreisläufe im Boden (Abb. 1).
Bakterielle Lebensgemeinschaften in Böden sind in ständiger Wechselwirkung und
Korrelation mit Bodengeologie, Klima, Humidität und Nährstoﬀgehalt. Doch nicht nur
abiotische und trophische Faktoren sind wichtige Einﬂussgrößen. Die Vegetation und de-
ren Diversität sind maßgeblich an der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaf-
ten im Boden beteiligt (Grüter et al., 2006). In der Rhizosphäre selektieren Pﬂanzen
für bestimmte Bakteriengesellschaften über den Eintrag von Nährstoﬀen und abgestor-
benen Wurzelteilen (Kowalchuk et al., 2002; Kurske et al., 2002; Smalla et al, 2005).
Über Fettsäure-Methylester-Analysen konnte festgestellt werden, dass die Veränderung
der Bodenbestellung im Ackerbau die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft
des Bodens entscheidend beeinträchtigte, da sich der Anteil an organischem Kohlenstoﬀ,
Stickstoﬀ, Nitrat und Ammonium veränderte und die Gesamtzellzahl der Mikroorganis-
men beeinﬂusste (Pankhurst et al, 2002). Dabei sei zu erwähnen, dass unterschiedliche
Einﬂussfaktoren in der Umwelt nicht unabhängig voneinander auftreten und somit un-
terschiedliche Pﬂanzenarten verschiedenste chemische Milieus im Boden schaﬀen können
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(Bezemer et al., 2006). Deshalb sind für die Untersuchung der mikrobiellen Diversität ne-
ben sensiblen Monitoring-Techniken auch unabhängige Untersuchungen der unterschied-
lichen Umweltparameter unter kontrollierten experimentellen Bedingungen notwendig.
Abbildung 1: Allgemeines Schema von bakteriellen Metabolismen im Kohlenstoﬀkreis-
lauf mit Verbindung zum Stickstoﬀ- und Schwefelkreislauf unter oxischen und anoxischen
Bedingungen. Aus Einführung in die Geochemie, Killops et al., 1997.
1.1.2. Mikrobielle Biodiversität
Seit mehr als einem Jahrhundert versuchen Mikrobiologen den Artenreichtum der Mi-
kroorganismen im Boden zu erfassen (Schloss and Handelsman, 2006). Doch die extreme
Komplexität und die noch unbekannten Strukturen von mikrobiellen Lebensgemeinschaf-
ten in den veschiedenen Bodenhabitaten machen es nahezu unmöglich rasche und detail-
lierte Antworten zu ﬁnden (Torsvik et al., 1990). Für die Erfassung von 109 bakteriellen
Zellen pro Gramm Boden (Whitman et al., 1998) und deren Einteilung in taxonomische
Klassiﬁkationen bedarf es nicht nur einer Fülle an Methoden und Herangehensweisen
10
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sondern letztlich auch einer angemessenen Deﬁnition des Terminus Art. Es existieren
viele unterschiedliche Konzepte um eine prokaryotische Art zu charakterisieren. Eine
derzeit gängige Deﬁnition geschieht unter Zuhilfenahme molekularbiologischer Daten.
Dabei fasst man all jene Stämme zur selben Art, deren DNS zu mindestens 70% hybri-
disieren und eine 16S rRNA Sequenzübereinstimmung von mehr als 97% aufweisen (Fox
et al., 1992; Stackebrandt und Goebel, 1994). Dennoch bestimmt die Methode zur Er-
fassung der mikrobiellen Biodiversität letztendlich die Ergebnisse und den Datenumfang
einer Erhebung.
1.1.3. Aktueller Forschungsstand
Kultivierungsbasierende Methoden lassen vermuten, dass ein Gramm Boden lediglich
100 Arten umfasst (Dunbar et al., 1999). Es ist jedoch bekannt, dass sich weniger als 1
% aller Bodenbakterien kultivieren lässt (Amann et al., 1995). Kultivierungsunabhängi-
ge Methoden beinhalten DNS-Hybridisierungstechniken und die Sequenzierung des 16S
rRNA-Gens. Dabei handelt es sich um die kleine Untereinheit der ribosomalen RNA
(SSU), die sich aufgrund ihrer Eigenschaften gut als phylogenetischer Marker eignet
(Woese 1987). Böden können jedoch Millionen von Bakterien unterschiedlicher 16S rR-
NA Gensequenzen beherbergen (Sandaa et al, 1999). Betrachtet man dabei nur die bak-
terielle DNS ergeben sich 4000 bis 10.000.000 Genomequivalente pro 10 oder 30 Gramm
Boden (Ovreas et al., 1998; Torsvik et al., 1996; Dykhuizen et al., 1990; Gans et al., 2005)
abhängig von Zellwachstumsrate und Ressourcenangebot. Gemäß dieses Ausmaßes an
intergenomischen Variationen eignen sich DNS-Hybridisierungstechniken kaum zur Ab-
schätzung oder vergleichenden Analyse unterschiedlicher mikrobieller Gemeinschaften.
Alternativ dazu bietet die Analyse von 16S rRNA-Gensequenzen aus Böden, die über die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ampliﬁziert werden die Möglichkeit phylogenetische
Untersuchungen durchzuführen und operational taxonomic units (OTU's) zu deﬁnie-
ren (Pace et al., 1985). Diese Vorgehensweise, taxonomische Zusammensetzungen von
mikrobiellen Gemeinschaften in Böden über die 16S rRNA-Gene zu ermitteln ﬁndet be-
reits vielfache Anwendung in der mikrobiellen Ökologie (Hugenholtz et al., 1998; Buckley
und Schmitd, 2003). Diese Methode ermöglichte es die enormen Mengen an Sequenzin-
formationen zu erfassen und bestimmten taxononischen Gruppen zuzuordnen (Abb. 2).
Dabei ergaben Studien, dass bestimmte Bakteriengruppen mit größerer Häuﬁgkeit in mi-
krobiellen Gemeinschaften in Böden auftreten (Buckley und Schmidt, 2001). Es handelt
sich hierbei vorwiegend um Alpha-, Beta- und Gammaproteobakterien, Actinobakteri-
en (Gram-positive Bakterien mit hohem genomischen G + C Gehalt), Bacteroidetes,
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Chloroﬂexi, Planktomyceten, und Verrucomicrobia sowie die für die vorligende Arbeit
relevanten Acidobacteria (Janssen 2006).
Abbildung 2: Bakterienphyla basierend auf Maximum-Parsimony Analysen von 5500
16S rRNA Sequenzen. Der Balken gibt 10% Sequenzunterschied an. (Ludwig et al., 1997)
1.2. Acidobakterien
Mitte der Neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts wird ein bis dato noch unbekann-
tes Bakterienphylum entdeckt und es scheint eine entscheidende Rolle in terrestrischen
Ökosystemen zu spielen. Als erster Vertreter der Acidobakterien wurde 1991 Acidobac-
terium capsulatum aus sauren Abwässern von Bergwerken in Japan isoliert (Kishimoto
et al., 1991). 1995 wurde dann erstmals das Phylum Acidobacteria in der Fachlitera-
tur beschrieben (Hiraishi et al., 1995). Molekulare Untersuchungen bestätigten die hohe
Abundanz von Acidobakterien in Böden und verschaﬀten Einblick in die phylogenetische
Diversität dieses Phylums (Kuske et al., 1997). Weitere Nachforschungen ergaben, dass
Acidobakterien ubiquitär vorkommen und sie bisweilen zu den am meisten auftretenden
Bakterien im Boden zu zählen sind (Janssen 2006). Weiters wurden sie in Sedimen-
ten, Feuchtbiotopen, Torfmooren, Abwassersystemen (Kleinsteuber et al., 2008) und im
Darmtrakt von Arthropoden (Park et al., 2007) nachgewiesen. Unter Beachtung die-
12
1 EINLEITUNG 1.2 Acidobakterien
ser Vielfalt und dieses ökologischen Verteilungsmusters ist diese Gruppe vergleichbar
mit den bereits gut untersuchten Proteobakterien (Hugenholtz et al., 1998; Barns et al.,
1999).
1.2.1. Phylogenie der Acidobakterien
Abbildung 3: Schematischer Baum
des Phylums der Acidobacteria basie-
rend auf 16S rRNA Gen-Sequenzen be-
rechnet über eine Maximum-Likelihood
Analyse. Der Balken steht für 10% Se-
quenzunterschied. (Barns et al., 2007)
Trotz ihrer Ubiquität ist über Acidobakteri-
en wenig bekannt. Da die Kultivierung die-
ser Bakterien nur in wenigen Fällen gelang,
konnten bislang nur acht Arten beschrieben
werden: Acidobacterium capsulatum, Geothrix
fermentans, Holophaga foetida (Garrity et al.,
2004), Edaphobacter aggregans, Edaphobacter
modestus, Chloracidobacterium thermophilum,
Solibacter usitatus (Ellin6076) und Terriglo-
bus roseus (Bryant at al. 2007; Eichhorst et
al., 2007; Koch et al., 2008; Ward et al., 2009).
Viele Sequenzen repräsentieren in den öﬀentli-
chen Datenbanken (Ribosomal Database Pro-
ject, RDP II v10.4) dieses Phylum und nahe-
zu alle Acidobakterien-speziﬁschen Sequenzen
stammen von unkultivierten Bodenbakterien
(Lee et al., 2008). Vielfach wurde versucht die
Kultivierungstechniken zu optimieren, um Ein-
blick in die ökologischen Nischen von Acidobak-
terien zu erhalten: Aber trotz pH-Wert Ver-
ringerung im Medium, CO2 Erhöhung im Gas-
raum, Substratmodiﬁkation oder Optimierung
der Inkubationszeiten sind 75% der isolierten
Acidobacterien der Untergruppe 1 (subdivisi-
on 1) zuzuordnen (Jones et al., 2009). Derzeit
sind 26 Untergruppen von Acidobakterien phylogenetisch deﬁniert (Barns et al, 2007)
(Abb. 3). In Böden sind die Untergruppen 1, 4 und 6 dominierend. Acidobacterium
capsulatum und Terriglobus roseus sind der Untergruppe 1 zuzuordnen. Obwohl diese
Gruppe die meisten Vertreter der Acidobakterien umfasst, ist ausschließlich A. capsula-
tum azidophil (pH 3,0 bis pH 6,0) (Sait et al., 2002; Joseph et al., 2003; Stevenson et
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al., 2004; Eichhorst et al., 2007). In Anbetracht der hohen Diversität in terrestrischen
Ökosystemen ist dennoch eine erhebliche Anzahl von noch unentdeckten neuen Arten in
diesem Phylum zu vermuten (Koch et al., 2008).
1.2.2. Physiologie der Acidobakterien
Doch auch innerhalb der Untergruppen sind die kultivierbaren Arten physiologisch sehr
verschieden: Geothrix fermentans ist strikt anaerob und Holophaga foetida ist obligat
anaerob. Sie sind Vertreter der Untergruppe 8, unterscheiden sich aber grundlegend
im Energiehaushalt und Stoﬀwechsel (Coates et al., 1999; Bak et al., 1992). Bei ei-
ner Studie von Ward et al. (2009) wurde das Genom von Acidobacterium capsulatum,
Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 (Untergruppe 1) und Candidatus Solibacter
usitatus Ellin6076 (Untergruppe 3) untereinander verglichen. Dabei ergaben sich geno-
mische Ähnlichkeiten zu Proteobacteria, Cyanobacteria und Fungi. Sie sind fakultativ
heterotroph und unter der Nutzung von Kohlenstoﬀquellen werden Einfachzucker zu
komplexeren Substraten wie Hemizellulose, Zellulose und Chitin synthetisiert. Die ge-
nomische Annotation ergab, daß Membranproteine der Major-Facilitator-Superfamilie
sowie ABC-Transporter für Saccharide decodiert werden, welche eine Anpassung an
Nährstoﬀmangel im Substrat darstellen könnte. Sie scheinen die Fähigkeit zu besit-
zen Nitrat und Nitrit zu reduzieren, ohne jedoch zur Stickstoﬀﬁxierung oder Denitriﬁ-
kation imstande zu sein. Die Genome enthielten Gene die für Siderophor-Rezeptoren,
ohne nachgewiesene Siderophor-Synthese codieren. Dies ließe den Schluss zu, daß Ei-
sen nur in Interaktion mit anderen Mikroorganismen aufgenommen wird. Das Vorhan-
densein von Zellulose-Synthese-Genen und hoch-molekularen Exkretions-Proteinen lässt
auf eine Trockenheits-Resistenz, Bioﬁlm-Bildung und auf pedogenetische Eigenschaften
schließen. Darüber hinaus fanden sich antimikrobielle Komponenten wie Polyketide und
Makrolide und eine Vielzahl neuartiger proteincodierender Gene. Das weltweite Vorkom-
men von Acidobakterien in Böden und die potentielle Kohlenstoﬀnutzung weisen auf eine
signiﬁkante und bisher unterschätzte Beteiligung am terrestrischen Kohlenstoﬀkreislauf
hin. Die genomischen Eigenschaften der acidobakteriellen Zellen deuten auf langlebige,
sich langsam teilende Organismen, die unter nährstoﬀarmen Bedingungen einen langsa-
men Metabolismus zeigen, und an Fluktuationen der Bodenfeuchtigkeit angepasst sind
(Ward et al., 2009 ).
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1.3. Projekthintergünde
1.3.1. Situation in Namibia
Die intensive Landwirtschaft in der Kavango-Region in Namibia führt langfristig zu
Nährstoﬀverlust im Boden und damit zu Ertragseinbußen im Feldbau. Mikroorganis-
men spielen eine Schüsselrolle in terrestrischen Ökosystemen, zum Beispiel im Abbau
von abgestorbenen Pﬂanzenteilen und in der Bereitstellung von Nährstoﬀen. Während
einige Bakterien antropogene Einﬂüsse kompensieren können oder gar davon proﬁtie-
ren, besetzen Andere Nischen, die durch Eutrophierung und Auswaschung der Böden
zerstört werden können. Dennoch bedarf es in einem funktionierendem Ökosystem jener
Spezialisten, die auch Nährstoﬀe aufbereiten, die nur in geringen Mengen vorhanden
sind. Landwirtschaft, Viehweide und immer wiederkehrende Brände in den Waldregio-
nen im Norden Namibias führen zu trockenen Böden und vermehrtem Auftreten von
Winderosion (Eppart et al., 1996). Welchen Einﬂuss diese Ereignisse auf die mikrobielle
Zusammensetzung und deren Aktivität nehmen ist weitgehend unbekannt.
1.3.2. BIOTA Africa
BIOTA Africa ist eine Initiative zwischen europäischen und afrikanischen Wissenschaf-
tern, die sich der Untersuchung und Beobachtung afrikanischer Ökosysteme und deren
Biodiversität widmet. Aufgrund des drohenden Rückgangs vieler Lebensräume und das
damit einhergehende Artensterben wurde ein Monitoring-Netzwerk entwickelt, welches
über den gesamten afrikanischen Kontinent verteilt angelegt wurde. Ziel dieses Unter-
projektes ist herauszuﬁnden, in wie fern sich die menschliche Überbeanspruchung der
Bodenressourcen auf die Diversität und Zusammensetzung mikrobieller Schlüsselpopu-
lationen auswirken. Daraus soll in weiterer Folge abgelesen werden können, welche Orga-
nismen sich als Bioindikator eignen und welche Maßnahmen für die nachhaltige Nutzung
in der Landwirtschaft und zum Erhalt fruchtbarer Böden gesetzt werden können.
1.4. Ziele der vorliegenden Arbeit
Im Zuge dieser Arbeit sollen die bakteriellen Gemeinschaften von verschiedenen Böden
in Namibia anhand 16S rRNA basierender Techniken analysiert werden. Dabei wurde
Hauptaugenmerk auf das Phylum der Acidobakterien gelegt. Die Diversität der Bakte-
rien wurde jeweils in den unterschiedlich beeinträchtigten Böden untersucht. Dazu wird
landwirtschaftlich genutzter Boden mit brachliegendem bzw. ursprünglichem Boden als
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Kontrolle verglichen um einen möglichen menschlichen Einﬂuss ermitteln zu können.
Es soll versucht werden Schlüsselgruppen von Acidobakterien zu bestimmen und ge-
wissen Bodentypen und Bodenbedingungen wie Fruchtbarkeit zuordnen zu können. Die
Identiﬁzierung dieser Bioindikatoren soll Vorhersagen über den menschliche Einﬂuss des
Ackerbaus in der Kavango-Region ermöglichen, die aufgrund der Präsenz oder Aktivität
spezieller Mikroorganismen in Anbetracht des Bodenzustandes wie zum Beispiel dessen
Fruchtbarkeit getroﬀen werden können.
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2. Material und Methoden
2.1. Probensammlung
Abbildung 4: Forschungstationen in Nami-
bia. (www.biota-africa.org)
Das untersuchte Areal beﬁndet sich in
der Kavango Region im Norden Namibi-
as (Abb. 4). Das Gebiet besteht aus tro-
ckener Waldvegetation und ist von an-
tropogener Landnutzung und immer wie-
der kehrenden Waldbränden beeinträch-
tigt. Die Proben wurden im März des Jah-
res 2007 an zwei unterschiedlichen Stand-
orten (Gemeindegebiet Mutompo; For-
schungsstation Mile 46) in Zusammen-
arbeit mit anderen BIOTA und BIO-
LOG Partnern des Microbial Project Net-
work gesammelt. Die Probennahme wur-
de in einem 100 ha großem Einzugsbe-
reich vorgenommen.Dieser beﬁndet sich
auf einer durchschnittlichen Meereshöhe
von 1100 m. Die durchschnittliche Luft-
temperatur beträgt 22 °C und die durch-
schnittliche Niederschlagsmenge liegt zwischen 95,4 mm im Jänner und 0 mm im Juli.
Die Bodentemperatur variiert zwischen 18,0 °C im Juli und 29,6 °C im Jänner. Die
vorherrschende Bodenart sind lehmig-tonige Sande aus dem Tertiär, die von äolischen
Sanden überlagert werden. Die Tonminerale im Boden bestehen aus 59 % Smektit, 34 %
Illit und 7 % Kaolinit, das Sediment besteht zu 93 % bis 97 % aus SiO2 (Winterstein
2003). In Summe wurden 29 Bodenproben aus einer Tiefe von 10 cm von unterschiedlich
landwirtschaftlich genutzten Flächen entnommen. (Tab. 1)
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Abbildung 5: Bodenhorizont; Mutom-
po (Foto: Michael Hannig, MPI Mar-
burg)
Abbildung 6: Oﬀene Waldregion Na-
mibias (Foto: Michael Hannig, MPI
Marburg)
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2.1.1. Proben
Tabelle 1: Untersuchte Proben (pers. Mitt. Jörg Overmann)
Probe Datum Probenahmestelle Bodenarta Landnutzungb
Breitengrad Längengrad
Nam 1 19.03.2007 18°17'14,7 19°17'28,3 LD Bj
Nam 2 19.03.2007 18°17'14,4 19°17'20,7 LD Bj
Nam 3 19.03.2007 18°17'10,4 19°17'26,9 LD Bj
Nam 4 19.03.2007 18°16'0,5 19°15'57,2 L Aa
Nam 5 19.03.2007 18°16'1,0 19°15'55,4 L Aa
Nam 6 19.03.2007 18°16'4,6 19°15'55,5 S U
Nam 7 20.03.2007 18°19'11,2 19°18'44,7 LD Aa
Nam 8 20.03.2007 18°19'10,0 19°18'39,3 LD Aa
Nam 9 20.03.2007 18°19'8,6 19°18'35,0 LD Aa
Nam 10 20.03.2007 18°19'11,3 19°18'45,7 LD Ba
Nam 11 21.03.2007 18°18'27,3 19°15'45,8 L U
Nam 12 21.03.2007 18°18'25,4 19°15'37,5 L U
Nam 13 21.03.2007 18°18'33,5 19°15'45,5 S U
Nam 14 21.03.2007 18°18'28,4 19°16'5,0 L Aj
Nam 15 21.03.2007 18°18'8,0 19°15'52,3 S U
Nam 16 21.03.2007 18°17'14,0 19°15'32,3 LD U
Nam 17 22.03.2007 18°19'10,7 19°19'15,5 L Ba
Nam 18 22.03.2007 18°19'15,4 19°19'7,7 L Aj
Nam 19 22.03.2007 18°19'7,1 19°19'11,8 L Ua
Nam 20 22.03.2007 18°19'0,6 19°18'28,3 L Ba
Nam 21 22.03.2007 18°19'0,5 19°18'30,0 L Aj
Nam 22 22.03.2007 18°19'38,0 19°18'28,7 LD Bj
Nam 23 22.03.2007 18°19'40,9 19°18'30,6 L Bj
Nam 24 23.03.2007 18°17'5,4 19°15'35,6 L U
Nam 25 23.03.2007 18°17'9,6 19°15'37,8 LD U
Nam 26 24.03.2007 18°19'0,4 19°18'20,5 LD Am
Nam 27 24.03.2007 18°18'59,6 19°18'19,8 S Am
Nam 28 24.03.2007 18°18'51,9 19°18'16,2 L Bj
Nam 29 24.03.2007 18°18'38,3 19°17'49,6 L Aa
aLD (lehmig, dunkel); L (lehmig, rot oder braun); S (Sand)
bB (Brachland); U (unberührt); A (Ackerland);
j (jung, zwischen 3 und 10 Jahre); m (mittel, zwischen 10 und 20 Jahre); a (alt, > 20 Jahre)
19
2.2 Allgemein verwendetes Material 2 MATERIAL UND METHODEN
2.2. Allgemein verwendetes Material
Die für die vorliegende Arbeit verwendeten Lösungen und Puﬀer sind, falls nicht an-
ders angegeben via einer Reinstwasseranlage (Ultra CleanTM, Barsbüttel, Deutschland)
doppelt destilliertem und geﬁltertem Wasser (H2Obidest) hergestellt worden. Die Chemi-
kalien (Tab. 5) wurden in p.a. Qualität bezogen und verwendet. Des Weiteren wurden
alle Puﬀer und Lösungen vor Gebrauch bei einer Temperatur von 121°C und einem Druck
von 1,013x105 Pa für 20 min. mit einem Dampfdruck-Autoklaven (Varioclav 135 H+P,
München, Deutschland) sterilisiert. Temperatursensitive Lösungen und Substanzen wur-
den ﬁltriert (Sterilﬁlter, 0,22 µm Porengröße, Qualilab®, Merck Labor und Vertriebs
GmbH, Bruchsal, Deutschland). Falls nicht anders angegeben wurden alle Zentrifugati-
onsschritte mittels einer Tischzentrifuge (Mikro 22R, Hettich, Tuttlingen, Deutschland)
bei Raumtemperatur (RT) bewerkstelligt. Öﬀentlich zugängliche Software (Tab. 2), La-
borgeräte (Tab. 3), Verbrauchsmaterialien (Tab. 4) und Chemikalien (Tab. 5) sind im
Folgenden detailliert angegeben:
Tabelle 2: Öﬀentlich zugängliche Software
Programm Webadresse Referenz
ARB Phylogeny Software http://www.arb-home.de Ludwig et al., 2004
Bacic Local Alignment Search Tool http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ Altschul et al., 1990
Chromas Pro 1.42 http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html Technelysium Pty Ltd
DOTUR http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/dotur.html Schloss and Handelsmann 2005
FinchTV 1.4.0 http://www.geospiza.com/ﬁnchtv/ Geospiza, Inc.; Seattle, Wa, USA;
GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ Benson et al., 2002
Lyx - The document processor http://www.lyx.org/home LYX
Pintail http://www.cardiﬀ.ac.uk/biosi/research/biosoft Ashelford et al., 2005
Ribosomal Database Project http://www.rdp.cme.msu.edu Cole et al., 2003
UniFrac http://www.bmf2.colorado.edu/unifrac Lozupone et al., 2006
Tabelle 3: Verwendete Laborgeräte
Gerät Hersteller
Bead beater Fast Prep FP 120 Savant Instruments Inc. Holbrook, New
York
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Gerät Hersteller
Zentrifugen:
Mikro 22R
Rotina 35S
Andreas Hettich GmbH & Co. Kg,
Tuttlingen Deutschland
DNS Sequencer Applied Biosystems 3130 Applied Biosystems Lincoln, USA
Gelschlitten:
Sub-Cell UV-Transparent Gel Tray
(15x15cm)
Biorad, München, Deutschland
Gelelektrophorese Apparaturen:
Sub-Cell® GT Biorad, München, Deutschland
Gel-Dokumentationssystem MediaSystem
FlexiLine 4040 Biostep, Jahnsdorf, Deutschland
Heizblock VWR Digital Heatblock VWR International, West Chester, PA,
USA
Laminarströmungs Sterilbank
Safe 2010 Model 1.2
Holten, Juan Nordic, Allerød, Dänemark
Mikrowellenofen MD6460 Microstar
Magnetrührer:
RTC basic
Variomag® Maxi
IKA Werke®, GmbH, Schwabach,
Deutschland
Variomag®, Dayton Beach, Fl, USA
PCR Thermocycler:
iCycler
System Mastercycler Gradient
Biorad, München, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
UV SterilisationsWerkbank Peqlab Biotechnology, GmbH,
Deutschland
pH-Meter WTW Inolab Level 1 Wissenschftlich-technische Werkstätten
GmbH,
Wertheim, Deutschland
Pipetten:
Pippetman® P1-P1000
Eppendorf Research Pipettes 1 - 1000 µl
Gilson International, Wien, Österreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Gerät Hersteller
Photometer:
NanoDrop® ND-1000 NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA
Reinstwasseranlage UltraClear TM, Barsbüttel, Deutschland
Rundschüttler Inova 2300 New Brunswick Co., Inc., Madison NJ,
USA
Stromquelle für
Gelelektrophorese-Apperatur:
PowerPac Basic
Biorad, München, Deutschland
Transilluminator UST-30M-8T (312 nm) Biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland
Vortex-Genie 2 Scientiﬁc Industries, Bohemia, NJ, USA
Wasserbad:
DC 10 Thermo Haake, Karlsruhe, Deutschland
WasserdampfHochdruck Autoklaven:
Varioklav 135S
Varioklav 25T
H+P, München, Deutschland
H+P, München, Deutschland
Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller
Eppendorf Reaktionsgefäße (ERG)
verschiedene Größen
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Erlenmeyer Gefäße, DURAN®,
verschiedene Größen
Schott Glas, Mainz, Deutschland
Microseal Filme:
Microseal A Film
Microseal B Film
MJ Research, Waltham, MA, USA
Biorad, München Deutschland
Mikrotitterplatten:
Mikrotitterplatten MicrosealTM96,
V-Boden
ThermoFast® 96, PCR Platten
U96 MicroWellTMPlatten, 0,5 ml
MJ Research, Waltham, MA, USA
Preqlab Biotechnologies GmbH,
Deutschland
NuncTMServing Live Science, Roskilde,
Dänemark
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Verbrauchsmaterial Hersteller
Pasteurpipetten Zefa Laborservice GmbH, Harthausen,
Deutschland
PCR Reaktionsgefäße, 0,2 ml Biozym Scientiﬁc GmbH, Hess.
Oldendorf, Deutschland
Phase Lock Gel Heavy Reaktionsgefäße,
2,0 ml
5 Prime GmbH, Hamburg, Deutschland
Petrischalen, Schale 94/16 Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
Pipettenspitzen, verschiedene Größen Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Probengefäße, 50 ml Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
Sterilﬁlter, 0,22µm Porengröße,
CMMembran
Qualilab®, Merck Labor und Vertrieb
GmbH, Bruchsal, Deutschland
Tabelle 5: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Hersteller
Agar Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Agarose:
Agarose, Electrophoresis Grade
NuSieve® 3:1 (low melting)
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
USA
Bio Science, Rockland Inc., Rockland,
ME, USA
Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Ampicillin SigmaAldrich Chemie GmbH,
Steinhausen, Deutschland
Borsäure Fluka Chemie Ag, Buchs, Schweiz
Bovine Serum Albumin (BSA) New England BioLabs Inc., Beverly, ME,
USA
Bromphenolblau SigmaAldrich Chemie GmbH,
Steinhausen, Deutschland
23
2.2 Allgemein verwendetes Material 2 MATERIAL UND METHODEN
Chemikalie Hersteller
Chloroform Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Dikaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Eisessig Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Eisen(II)sulfat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Ethanol, vergällt Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Ethidiumbromid (EtBr) Fluka Chemie Ag, Buchs, Schweiz
Etylendiamintetraacetat (EDTA) SigmaAldrich Chemie GmbH,
Steinhausen, Deutschland
Ficoll SigmaAldrich Chemie GmbH,
Steinhausen, Deutschland
Glucose Fluka Chemie Ag, Buchs, Schweiz
Glycerol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Hefeextrakt Oxoid Ltd., Hampshire, England
Isopropanol (2-propanol) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Kaliumacetat J.T. Baker, Deventer, Holland
Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Kalziumkarbonat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Kanamycin, monosulfat SigmaAldrich Chemie GmbH,
Steinhausen, Deutschland
Natriumacetat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
NatriumDodecylSulfat (SDS) Fluka Chemie Ag, Buchs, Schweiz
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Chemikalie Hersteller
NatriumdiHydrogenphosphat J.T. Baker, Deventer, Holland
diNatriumhydrogenphosphat J.T. Baker, Deventer, Holland
Natriumhydroxid J.T. Baker, Deventer, Holland
Magnesiumchlorid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Magnesiumsulfat Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland
Mangan(II)Chlorid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Phenol/Chloroform/IsoamylAlkohol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Salzsäure, rauchend Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Stärke, löslich Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
SYBR® Green I Cambrex Bio Science, Rockland Inc.,
Rockland, MA, USA
Tris Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Trypton Oxoid Ltd., Hampshire, England
Wasserstoﬀperoxid Carl Roth GmbH & Co., Karsruhe,
Deutschland
XGal (5brom4chlor3indoxylßD-
galactopyranosid)
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Xylencyanol SigmaAldrich Chemie GmbH,
Steinhausen, Deutschland
Zink(II)sulfat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Tabelle 6: Verwendete molekularbiologische Kits
Kit Hersteller
AllPrep DNS/RNA Mini Kit QIAgen, Hilden, Deutschland
PowerSoilTMDNS Kit MOBio Lab, Inc., Salana Beach, CA, USA
25
2.3 Puﬀer, Nährmedien und allgemeine Lösungen2 MATERIAL UND METHODEN
Kit Hersteller
QIAprep® Spin Miniprep Kit QIAgen, Hilden, Deutschland
QIAquick PCR puriﬁcation Kit QIAgen, Hilden, Deutschland
QIAquick gel extraction Kit QIAgen, Hilden, Deutschland
TOPO TA Cloning® Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
USA
QuantiTTMPicoGreen® dsDNS Assay
Kit
Invitrogen, Eugene, Oregon, USA
2.3. Puﬀer, Nährmedien und allgemeine Lösungen
2.3.1. Standard Puﬀer
1. TE Puﬀer1
 Tris 10 mM
 EDTA 5 mM
2. PBS
a) PBS Stammlösung2 (NaxPO4)
 NaH2PO4 (200 mM) 35,6 g/l
 Na2HPO4 (200 mM) 27,6 g/l
b) 1 × PBS
 NaCl (130 mM) 7,6 g/l
 PBS Stammlösung (10 mM) 50 ml/l
 H2Obidest ad 1000 ml
· pH 7,2 - 7,4
c) 3 × PBS
 NaCl (390 mM) 22,8 g/l
 PBS Stammlösung (30 mM) 150 ml/l
 H2Obidest ad 1000 ml
· pH 7,2 - 7,4
1pH wurde mit HCl auf 8,0 eingestellt
2pH wurde auf 7,2 - 7,4 eingestellt
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2.3.2. Puﬀer für die DNS Extraktion
1. NaPo4Puﬀer, pH 8,0
 Na2HPO4 112,87 mM
 NaH2PO4 7,12 mM
2. TNS Lösung
 TrisHCl, pH 8,0 500 mM
 NaCl 100 mM
 SDS 10 % (w/v)
3. PEG Lösung
 Polyethylenglycol 30 % (w/v)
 NaCl 1,6 M
4. EB Puﬀer
 TrisHcl, pH 8,5 10 mM
2.3.3. Puﬀer, Lösungen und Standards für die Gel-Elektrophorese
1. TAE Puﬀer
a) 50 × TAE3
 Tris 2 M
 Natriumacetat 500 mM
 EDTA 50 mM
b) 1 × TAE
 50 x TAE 20 ml/l
 H2Obidest ad 1000 l
2. TBE Puﬀer
a) 10 × TBE
3pH Wert wurde mit reiner Essigsäure auf 8,0 eingestellt
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 Tris (890 mM) 162,0 g/l
 Borsäure (890 mM) 27,0 g/l
 EDTA (20 mM) 9,3 g/l
 H2Obidest ad 1000 ml
· pH 8,3 - 8,7
b) 1 × TBE
 10 x TBE 100 ml/l
 H2Obidest ad 1000 ml/l
3. Ladepuﬀer
 Ficoll 25 % (w/v)
 Bromphenolblau 0,5 % (w/v)
 Xylencyanol 0,5 % (w/v)
 EDTA 50 mM
4. Etidiumbromid Lösung
 Etidiumbromid Stammlösung
· 10 mg/ml Etidiumbromid (EtBr) in H2Obidest
 Etidiumbromid Färbelösung
· EtBrStammlösung im Verhältnis 1:10.000 in H2Obidest gelöst
5. SYBR® Green I Lösung
 SYBR® Green I Färbelösung
· SYBR® Green I Stammlösung im Verhältnis 1:10.000 in H2Obidestgelöst
6. DNS Leiter (KbL)
 GeneRulerTM 1kb (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
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2.3.4. Nährmedien
1. Echerichia coli (E. Coli) Stämme
 Luria Bertany Medium4 (LB Medium)
· Trypton 10,0 g/l
· Hefeextrakt 5,0 g/l
· NaCl 5,0 g/l
· H2Obidest ad 1000 ml
 pH 7,0 - 7,5
 SOCMedium
· Trypton 5 % (w/v)
· Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
· NaCl 10,0 mM
· KCl 2,5 mM
· MgCl2 10,0 mM
· MgSO4 10,0 mM
· Glucose 20,0 mM
2. Streptomyces africanus Reinkultur
 ISP Medium 4
· Stärke, löslich 10,0 g/l
· K2HPO4 1,0 g/l
· MgSO4. 7 H2O 1,0 g/l
· NaCl 1,0 g/l
· (NH4)2Fe(SO4)2 . 6 H2O 2,0 g/l
· CaCO3 2,0 g/l
· FeSO4 . 7 H2O 2,0 mg/l
· MnCl2 . 4 H2O 2,0 mg/l
4Für das Festmedium wurden 15 g/l Agar vor dem Autoklavieren zugegeben
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· ZnSO4 . 7 H2O 2,0 mg/l
· Agar 20,0 g/l
· H2Obidest ad 600 ml
 ISP Medium 1
· Trypton 5,0 g/l
· Hefeextrakt 3,0 g/l
· H2Obidest ad 1000 ml
2.3.5. Antibiotikalösungen
Für Festmedien wurde die Endkonzentration der Antibiotika durch Zugabe zum bereits
autoklavierten und auf ≤60 °C abgekühlten Medium erreicht. Zu Flüssigmedien wurden
Antibiotika unmittelbar vor Verwendung zugegeben. Antibiotikahaltige Medien wurden
auf 4 °C gelagert und binnen 4 Wochen verwendet. Die Antibiotika Stammlösungen wur-
den wie im folgendem Abschnitt beschrieben hergestellt, sterilﬁltriert und bei -20°C
gelagert.
 Kanamycin Stammlösung
Kanamycin [100 mg/ml] wurde in H2Obidest gelöst und mit dem Medium auf eine
Endkonzentration von 140 mg/ml gebracht.
2.3.6. Selektionslösungen
 X-Gal Stammlösung
Die X-Gal Lösung wurde für den TOPO TA Klonierungsprozess verwendet, um
auf einer LB-Agar Platte ein blau/weiß screening von transformierten Zellen zu
ermöglichen. Sie wurde wie folgt hergestellt:
X-Gal [40mg/ml] wurde in Dimethylformamid (DMF) gelöst, sterilﬁltriert (Poren-
größe 0,22 mm) und bei -20 °C lichtgeschützt gelagert.
Um Zellen mit dem richtigen Nukleinsäureinsert im Bakterienplasmid sichtbar zu
machen, werden 40 ml der X-Gal Lösung auf die mit Antibiotikum versetzte LB-
Agar Platte aufgetragen bevor die Zellen ausplattiert werden.
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2.3.7. Lösungen für die Plasmid-Isolierung
1. P1 Puﬀer
 TrisHCl, pH 8,0 50 mM
 EDTA 10 mM
 RNAse A 100 mg/ml
2. NaOH/SDSLösung
 H2Obidest 8 ml
 NaOH (2 M) 1 ml
 10 % SDS 1 ml
3. Natriumacetat/AcetatLösung
 KCl (5 M) 6 ml
 H2Obidest 2,85 ml
 Eisessig 1,15 ml
2.4. Die Erstellung einer Klonbibliothek
Um eine 16S rRNA-Gendatenbank zu erstellen, wurde von allen namibischen Boden-
proben (Nam1 - Nam29) die genomische DNS via Protokoll nach Lueders (Lueders et
al., 2004) extrahiert. Die DNS einer Streptomyces africanus Reinkultur wurde mit dem
PowerSoil DNS Kit extrahiert.
2.4.1. Methoden zur DNS-Isolierung
1. DNS Extraktionsprotokoll nach Lueders
 Lösungen:
· NaPO4 Puﬀer
· TNS Puﬀer
· PEG Lösung
· EB Puﬀer
· Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1), pH 5,0
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· Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
 Vorgehensweise:
Für die DNS-Extraktion nach Lueders wurde etwas Bodenprobe entnommen
und in ein bead beating Reaktionsgefäß gegeben und mit 500 µl NaPO4Puﬀer
gewaschen, für 15 min auf Eis inkubiert, zentrifugiert und der Überstand ab-
genommen, um die Probe von RNAlater weitgehend zu befreien. Anschließend
wurde in das Reaktionsgefäß 750 µl NaPO4und 250 µl TNS Puﬀer gegeben
und die Probe für 45 sec bei 6,5 m/s im bead beater aufgeschlossen. Nach
einem Zentrifugationsschritt bei 4 °C für 4 min. wurde der Überstand abge-
nommen, in ein frisches, RNAse freies Reaktionsgeäß übertragen und mit 1
Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und weitere 4 min.
zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde abgenommen und und in ein 2 ml
Phase lock gel heavy Reaktionsgefäß übertragen. Nach der Zugabe von Chlo-
roform/Isoamylalkohol (24:1) wurde für weitere 4 min. zentrifugiert. Die obere
Phase wurde entnommen und in einem neuen ERG mit 2 Vol PEG für die
DNS-Fällung gut durchmischt und für 30 min. bei 4 °C zentrifugiert. Im An-
schluss wird das Pellet mit 4 °C kaltem 70% Ethanol gewaschen, zentrifugiert
und getrocknet. Die ausgefällte DNS wurde mit 50 µl DEPC behandeltem
H2Obidest in einem RNAse freien ERG gelöst und auf -20 °C gelagert.
2. DNS Extraktion mit dem PowerSoil DNS Kit
 Vorgehensweise
Die genomische DNS einer Streptomyces africanus Reinkultur wurde nach
Angaben des Herstellers extrahiert. Die mechanische Zell-Lyse erfolgte über
mehrmaliges Vortexen und die chemischen Lyse via einer SDS-haltigen Lö-
sung. Dem Protokoll des Herstellers folgend wurde die DNS aufgereinigt und
von PCR hemmenden Stoﬀen befreit. Die extrahierte DNS wurde in 50 µl
H2Obidest gelöst und bei -20 °C gelagert.
2.4.2. Qualitative und quantitative Untersuchung der Nukleinsäuren
1. Qualitative Analyse der Nukleinsäuren via Agarose-Gelelektrophorese
Um die Extraktionseﬃzienz quantitativ bestimmen zu können, wurde nach jeder
DNS-Isolierung eine horizontale Gelelektrophorese vorgenommen. Diese Technik
erlaubt es DNS-Moleküle größenspeziﬁsch in einer Agarosematrix aufzutrennen.
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Dabei wandern die durch das Phosphatrückgrad negativ geladenen Moleküle in ei-
nem elektrischen Feld zur positiven Elektrode und bilden dabei ein Muster, welches
über Größe, Quantität und Verunreinigungen Auskunft geben kann.
 Lösungen
· 1-2,5% (w/v) Agarose in 1 x TBE Puﬀer
· Ladepuﬀer
· DNS Leiter (KbL)
· EtBr Färbelösung
 Vorgehensweise
Die 1% bzw. 2% Gele wurden mit 1 g bzw. 2 g Agarose (Invitrogen Cor-
poration, Carlsbad, CA, USA) mit 100 ml TAE Puﬀer in einer Schottﬂasche
gemischt und in einem Mikrowellenofen mehrmals bis zum Siedepunkt er-
hitzt bis sich die Agarose vollständig gelöst hat. Nachdem sich das Gel bis
auf ca. 50 °C abgekühlt hat, wurde es in einen Gelschlitten (Sub-Cell GT,
UV-Transparent Gel Tray 15x15 cm) mit Gelkämmen gegossen und die Poly-
merisation abgewartet. Anschließend wurde der Schlitten in die mit 1 × TBE
Puﬀer gefüllte Gel-Elektrophorese Apparatur (Sub-Cell GT, Biorad, Mün-
chen, Deutschland) gestellt. Der Nukleinsäuremix wurde im Verhältnis 6:1
mit dem Auftragspuﬀer gemischt und in die Geltaschen der Gelmatrix gela-
den. Die Auftrennung erfolgte durch das Anlegen einer Spannung von 120 V
bei 400 mA für 50 - 70 min, abhängig von der Dichte des Gels. Anschließend
wurde das Gel dem Schlitten entnommen und für längstens 45 min. in ein Et-
Br Färbelösungsbad gelegt. Die Nukleinsäuren wurden dann in einem Tran-
silluminator (Biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland) mittels UV-Strahlung
(l = 312 nm) sichtbar gemacht und mit einem Gel-Dokumentationssystem
(Biostep, Jahnsdorf, Deutschland) aufgenommen und digitalisiert.
2. Quantitative, photometrische Analyse der Nukleinsäuren
Für die quantitative Konzentrationsanalyse von Nukleinsäuren wurden 1 µl der
Probe auf die Messlinse des NanoDrop®, ND-1000 Spektralphotometers (Nan-
oDrop Technologies, Wilmington, USA) pipettiert und bei l = 260 nm nach den
Angaben des Herstellers vermessen.
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2.4.3. In vitro - Ampliﬁkation von DNS-Fragmenten via
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die gewünschten Zielabschnitte der genomischen DNS werden mittels Polymerase Ket-
tenreaktion (PCR) vervielfacht. Das Prinzip der PCR beruht darauf, dass mit spe-
ziﬁschen Oligonukleotiden, den so genannten Primern (Tab. 7, 10) und einer DNS-
Polymerase deﬁnierte DNS Abschnitte enzymatisch in vitro ampliﬁziert werden. Dabei
werden die Nukleinsäurestränge bei hoher Temperatur zuerst denaturiert, um einzel-
strängige DNS zu erhalten. Anschließend wird bei geringerer Temperatur die Anlagerung
der Primer und die Aktivierung der Polymerase initiiert. Bei wiederum höherer Tempe-
ratur wird dann eine Kopie des gewünschten DNS-Abschnitts erstellt. Nachdem die syn-
thetisierten DNS-Abschnitte nach einem Zyklus ihrerseits wieder als Matritze für weiter
Ampliﬁkationen dienen, steigt die Kopienzahl exponentiell an. Das detaillierte Programm
und die unterschiedlichen Temperaturzyklen sind in den Tabellen 8 und 9 angegeben.
Während der Elongation werden von der Polymerase Adenosin-Nukleotidüberhänge am
3' Ende erstellt, die für die Klonierung und die Ligation des deﬁnierten DNS-Abschnittes
an den Vektor (Abschn. 2.5.8) notwendig sind.
2.4.4. Vervielfältigung der gewünschten Zielgenfragmente
Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von Thermo Electron GmbH (Ulm,
Deutschland) bezogen. Für die PCR wurden der Icycler (Biorad, München, Deutsch-
land) oder der Mastercycler gradient PCR cycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
verwendet.
2.4.5. Kontroll-PCR zur Überprüfung von Kontaminationen durch Plasmid-DNS
 Lösungen für die PCR Reaktion
· MgCl2(25 mM) (Fermentas, Inc., Hanover, MD, USA)
· 10x Ex Taq Polymerase Puﬀer (Fermentas, Inc., Hanover, MD, USA)
· Nukleotid Mix (2 mM/dNTP) (Fermentas, Inc., Hanover, MD, USA)
· Vorwärts-Primer (50 pmol/µl)
· Rückwärts-Primer (50 pmol/µl)
· Bovines Serumalbumin (BSA, 20 mg/ml) (New England BioLabs, Inc., Be-
verly, MA, USA)
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· Taq DNS Polymerase (5 U/µl) (Fermentas, Inc., Hanover, MD, USA)
· H2Obidest
 Standard Reaktionsmix (50 µl) für die PCR
· MgCl2 (25 mM) 4 µl
· PCR-Puﬀer (10x) 5 µl
· dNTP Mix (2 mM) 4 µl
· Vorwärts Primer
(50 pmol/µl))
0,5-1 µl
· Rückwärts Primer
(50 pmol/µl)
0,5-1 µl
· BSA (100x) (10 mg/ml) 0,25 µl
· Taq DNS Polymerase
(0,0025U/µl)
0.2 µl
· Template DNS 1-5 µl
· H2Obidestad 50 µl
Für jede PCR wurde ein auf die Anzahl der Reaktionen abgestimmter Mastermix ohne
DNS Template vorbereitet. Davon wurden 49 µl in PCR Eppendorf Reaktionsgefäße
(ERG) oder eine Mikrotitterplatte pipettiert und kurz vor Beginn der Reaktion 1 µl des
DNS Templates zupipettiert. Zur Qualitätskontrolle der PCR wurde jeweils ein ERG
als Negativkontrolle ohne Template und eines mit Plasmid DNS bekannter Größe als
Positivkontrolle eingesetzt.
Für die so genannte M-13 Screening-PCR, die dazu dient Plamid DNS zu ampliﬁ-
zieren, werden speziﬁsche M13 Primer (Tab. 7) verwendet. Das detaillierte Programm
für die M13 PCR ist in Tabelle 8 angegeben. Nach jeder abgelaufenen PCR Reaktion
wurde Qualität und Quantität der PCR Produkte wie in Abschnitt 2.5.2. beschrieben
überprüft.
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Tabelle 7: Primer für M13 PCR
Primer Sequenz (5'-3') T [°C]a Referenzb
M13Fc GTA AAA CGA CGG CCA G 60 TOPO cloning kit
M13Rd CAG GAA ACA GCT ATG AC 60 TOPO cloning kit
aAnlagetemperatur des Primers
bInvitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA
cF, Vorwärts Primer
dr, Rückwärts Primer
Tabelle 8: Programm der M13 PCR Reaktion
Zyklus T [°C] Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 95 °C 5 min. 1x
Denaturierung 95 °C 40 sek. 35x
Annealing 60 °C 40 sek. 35x
Elongation 72 °C 1 min 30 sek 35x
Finale Elongation 72 °C 10 min 1x
2.4.6. Ampliﬁkation von 16S rRNA-Genfragmenten
Der PCR Mastermix wurde angesetzt wie in Abschnitt 2.5.5. Zusätzlich zu den Pri-
mern für die 16S rRNA-Gen-Ampliﬁkation (Tab 10.) wurden bestimmte Oligonucleotide
als Kompetitoren (Tab. 11) verwendet, die die Ampliﬁzierung von Ziel-DNS ähnlichen
DNS-Abschnitte verhindern sollen. Das PCR Programm ist in Tabelle 9 angegeben. Die
Qualität und Quantität der PCR Produkte wurde via Gel-Elektrophorese bestimmt.
PCR Produkte wurden bei -20 °C gelagert.
Tabelle 9: Programm der 16S rRNA PCR
Zyklus T [°C] Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 95 °C 5 min. 1x
Denaturierung 95 °C 40 sek. 30x
Annealing 51 °C 40 sek. 30x
Elongation 72 °C 1 min 30 sek 30x
Finale Elongation 72 °C 5 min 1x
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Tabelle 10: Verwendete Primer
Primer Name Sequenz (5'-3') T [°C]
a
Speziﬁtät Referenz
HoAc-1402-R
b
CTT TCG TGA TGT GAC GGG 49,0 Acidobacteria
Coverage: 95%
Hits target group: 693
Hits non-target groups: 718
Juretschko (2002)
616V
c
AGA GTT TGA TYM TGG CTC 52,0 Bakteria Juretschko (1998)
aAnlagetemperatur des Primers
bR, Rückwärts-Primer
cV, Vorwärts-Primer
Tabelle 11: Verwendete Kompetitoren
Kompetitor Sequenz (5'-3') T [°C]
a
Speziﬁtät Referenz
HoAc-1402-C1 CTT TCG TGA CGT GAC GGG 51,9 Actinobacteria
Coverage: 98%
Hits target group: 8850
Juretschko (2002)
HoAc-1402-C2 CTT TCA TGA TGT GAC GGG 46,0 Verrucomicrobia
Coverage: 80%
Hits target group: 605
Juretschko (2002)
aAnlagetemperatur
2.4.7. Anfügen von dATP Überhänge an die PCR-Produkte
Durch häuﬁges Einfrieren und Auftauen der PCR Produkte können die durch die Taq
Polymerase angefügten poly-A Überhänge abbrechen und die Ligation des Zielgens in
den Vektor verhindern. Deshalb wurde das PCR Produkt vor dem Klonierungsprozess
mit dATP und Taq Polymerase bei 72 °C in einem PCR Cycler für 30 min. inkubiert.
Folgender Reaktionsmix (30 µl) wurde verwendet:
 PCR Produkt 20,5 µl
 MgCl2(25 mM) 3 µl
 Puﬀer (10 x) 3 µl
 dATP's (25 µM) 3 µl
 Taq DNS Polymerase 0,5 µl
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2.4.8. Klonierung der 16S rRNA-Gen-Ampliﬁkate
Die Klonierung wurde mit dem TOPO TA Cloning®Kit (Invitrogen Corporation, Carls-
bad, CA, USA) nach Angaben des Herstellers bewerkstelligt. Die Ligation der Genam-
pliﬁkate wurde mit dem vektorassoziiertem Enzym Topoisomerase katalysiert. Mit Hilfe
dessen wurden die dAMP Überhänge am 3' - Ende der PCR Produkte mit den dTMP
Überhänge des linearisierten Vektors verbunden. Die ligierten Vektoren wurden im An-
schluss in chemisch kompetente E. coli TOP-10 Zellen transformiert. Der 3,9 kb große
Vektor enthält zwei antibiotikaresistenz Gene (ampR und kanR) und das lacZa Frag-
ment, welche durch die Insertionsstelle unterbrochen sind. Da die LB-Agarplatten X-Gal
enthalten ist ein blau/weiß screening möglich. Denn nur jene Zellen, die Vektoren oh-
ne Insert enthalten können über das lacZ Gen kodierte Enzym b-galactosidase X-Gal
unter Produktion eines blauen Farbstoﬀes verstoﬀwechseln. Da die LB-Agarplatten An-
tibiotika enthielten, bildeten nur jene Zellen weiße Kolonien, die Vektoren mit Insert
aufgenommen hatten.
1. Ligation
 Lösungen
· 2 % (w/v) Nusieve (3:1) Agarose (low melting point) in 1 × TAE Puﬀer
· Ladepuﬀer
· DNS Leiter (KbL)
· SYBR® Green I Färbelösung
 Standardreaktionsmix für die Ligation
· PCR Produkt 4 µl
· Salzlösung 1 µl
· Vektor (pCR®II) 1 µl
 Vorgehensweise
Verwendet wurde frisches PCR Produkt. Wenn nicht verfügbar wurde auf -
20 °C gelagertes PCR Produkt aufgetaut und mögliche abgebrochene dAMP
Überhänge durch den Inkubationsschritt in Abschnitt 2.5.7 ersetzt. Die un-
terschiedlichen PCR Produkte wurden gepoolt und entweder direkt für die
Ligation verwendet oder auf ein low melting Agarosegel aufgetragen und ge-
trennt. In dem Agarosegel aufgetrennte Banden wurden mit UV-Strahlung
38
2 MATERIAL UND METHODEN 2.4 Die Erstellung einer Klonbibliothek
visualisiert und jene, mit der richtigen Größe mit einer 50 µl Glaskapillare
(Idaho Technology Inc., Salt Lake City, UT, USA) ausgestochen und in ein
steriles ERG überführt, 100 µl H2Obidest zugegeben und bei 70 °C in einem
Heizblock (VWR international, West Chester, PA, USA) geschmolzen. Die
aufgereinigten PCR Produkte wurden dann für die Ligation verwendet. Nach-
dem die Salzlösung und der Vektor getrennt in einem ERG vorgelegt wurden,
wurde das PCR Produkt zupippetiert. Vor der Transformation wurde der Mix
kurz zentrifugiert und für 20 min. bei RT inkubiert.
2. Transformation
 Vorbereitung
Für jede Reaktion wurden 2 Kanamycin LB-Agarplatten bei 38 °C für 30 min
getrocknet. Weiters wurde einWasserbad (Gesellschaft für Labortechnik GmbH,
Burgwedel, Deutschland) auf 42 °C vorgeheizt und SOC Medium auf RT auf-
getaut. Die chemisch kompetenten E.coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut.
 Vorgehensweise
Der gesamte Ligationsmix (6 µl) wurde den chemisch kompetenten Zellen zu-
gegeben und vorsichtig mit der Pipettenspitze verrührt. Das Gemisch würde
für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend für 30 sec in das 42 °C warme
Wasserbad getaucht und gleich danach für 2 min auf Eis gegeben. Durch den
Hitzeschock nehmen die chemisch kompetente E.coli Zellen die Vektoren auf.
Schließlich wurden 250 µl SOC Medium zugegeben und für 1 h bei 37 °C auf
einem Rundschüttler (200 rpm) inkubiert. Auf beide kanamycinhältigen LB-
Agarplatten wurden 40 µl X-Gal aufgetragen und jeweils 100 µl bzw. 150 µl
Klonierungsgemisch zugegeben und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Jene Zel-
len, die das Plasmid aufgenommen hatten, waren kanamycinresistent und
konnten daher auf den LB-Agarplatten wachsen. Das nun folgende blue/white
screening ermöglichte die Identiﬁzierung von Zellen mit einem Plasmidinsert.
Die weißen Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher aufgenommen
und auf eine weitere kanamyzinhältigen LB-Agarplatte aufgetragen. Gleich-
zeitig wurden die Klone mittels einer M-13 Screening-PCR (Abschnitt 2.5.5)
nach den richtigen Plasmidinserts überprüft.
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2.4.9. Kultivierung und Stammhaltung rekombinanter E.coli-Stämme
1. Zellkultivierung
 Lösungen
· LB Medium
· Kanamycin Stammlösung (100 mg/ml)
· 50 % Glycerol
 Vorgehensweise
Die rekombinanten Zellen wurden sowohl auf Platten mit festem LB-Agar als
auch in Reagenzgläsern mit LB-Flüssigmedium kultiviert. Um sicher zu gehen,
dass ausschließlich plasmidhältige Klone wachsen wurde in jedes LB-Medium
Kanamycin zugegeben. Um ideale Wachstumsbedingungen zu gewährleisten,
wurden die angeimpften Medien bei 37 °C inkubiert.
Für die Glycerolstocks und die Plasmidisolation wurden die Zellen in Flüs-
sigmedium angezogen. Dazu wurde 5 ml Flüssigmedium und 7 µl Kanamycin
Stammlösung (100 mg/ml) in ein Reagenzglas pipettiert und die Zellen ei-
ner einzelnen Kolonien unter sterilen Bedingungen via Zahnstocher geerntet
und in das Medium transferiert. Diese Reagenzgläser wurden auf 37 °C über
Nacht auf einem Rundschüttler (Innova 2300; New Brunswick Scientiﬁc Co.,
Inc., Madison, NJ, USA) bei 200 rpm inkubiert. Die Zellen wurden Tags dar-
auf geerntet, indem 2×2 ml des Flüssigmediums abzentrifugiert (14.000 rpm,
1 min) und in ein steriles ERG übertragen wurden.
 Aufbewahrung
Für kurzfristige Lagerung wurden die Klone auf LB-Agarplatten transferiert,
über Nacht bei 37 °C inkubiert und im Kühlschrank bei 4 °C aufbewahrt.
Für die Langzeitaufbewahrung wurden Glycerolstocks erstellt. Dafür wurden
100 µl der Übernachtkultur in eine 96-well Mikrotitterplatte (NuncTMServing
life science, Roskilde, Dänemark) transferiert und 50 µl einer 50 % Glycerollö-
sung zugegeben. Die Mikrotitterplatte wurde mit einer Folie (NuncTMServing
life science, Roskilde, Dänemark) verschlossen und bei -80 °C gelagert.
2. Überprüfung der Insertgröße via M-13 Screening PCR und anschließender Agarose-
Gelelektrophorese
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Das M-13 Primerpaar (Tab. 7) bindet an den Flanken der Insertstelle im TOPO-
TA Klonierungsvektor. Somit ist es möglich die Länge des Inserts via PCR und
anschließender Agarose Gelelektrophorese zu bestimmen.
 Vorgehensweise
Verwendet wurde der gleiche PCR Reaktionsmix wie in Abschnitt 2.5.5. ohne
BSA. Die Zellen wurden mit einem sterilen Zahnstocher der LB-Agarplatte
entnommen und in eine gekühlte 96-well Mikrotitterplatte (MJ Research,
Waltham, MA, USA) in der bereits 25 µl PCR-Mastermix vorgelegt wurden
transformiert. Die Mikrotitterplatte wurde mit einer hitzebeständigen PCR-
Folie (MJ Research, Waltham, MA, USA) abgedeckt und die PCR Reaktion
gestartet (Tab. 8). Die PCR Produkte wurden über ein 1% Agarosegel via
Gelelektrophorese aufgetrennt, das Gel mit EtBr gefärbt und die ampliﬁzier-
ten Nukleinsäureinserts mit einem Transilluminator visualisiert. Die Klone
mit dem richtigen Insert wurden für weitere Analysen verwendet.
2.4.10. Isolierung von Plasmid-DNS aus rekombinanten E. coli-Zellen
Die Plasmid Isolierung erfolgte über das Plasmid - Miniprep Protokoll. Dazu wurden
zuerst die Zellen einer alkalischen Lyse unterzogen, dann die Proteine mittels eines orga-
nischen Detergens gefällt und schließlich die Plasmid-DNS mit Isopropanol präzipitiert.
 Lösungen
· P1 Puﬀer
· NaOH/SDS Lösung
· Kaliumacetat/Acetat Lösung
· Isopropanol
· 70 % Ethanol
 Vorgehensweise
2×2 ml einer Übernachtkultur wurden in ein 2 ml ERG überführt und für 1 min
bei 13000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet
in 100 ml P1 Puﬀer resuspendiert und für 5 min inkubiert um die RNA zu ver-
dauen. Die Zellen wurden mit 200 µl einer NaOH/SDS Lösung lysiert und nach
Schütteln der ERG auf Eis für 5 min inkubiert. Dann wurden 150 µl Kaliumace-
tat/Acetatlösung zugegeben, das ERG mehrmals gewendet und für weiter 5 min
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auf Eis inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren (13000 rpm, 1 min) der Proteine wur-
de der Überstand abgenommen, in ein neues ERG überführt und die Plasmid-DNS
mit 1 Vol Isopropanol für 10 min gefällt. Im Anschluss wurde noch einmal zentri-
fugiert (13000 rpm, 1 min) und das Pellet mit 500 µl eiskaltem Ethanol gewaschen.
Nach einem letzten Zetrifugationsschritt (13000 rpm, 1 min) wurde der Überstand
vorsichtig abgehoben und das DNS-Pellet bei RT luftgetrocknet. Die Plasmid-DNS
wurde in 50 µl DNS-freiem H2Obidest resuspendiert und auf -20 °C gelagert. Die ex-
trahierte Plasmid-DNS wurde mit dem NanoDrop® ND-1000 Spektralphotometer
vermessen.
2.4.11. DNS-Sequenzierung
Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der enzymatischen Didesoxy - Ketten -
Abbruchmethode (Sanger et al., 1977) kombiniert mit einer Polymerase-Kettenreaktion
mit einer thermostabilen DNS-Polymerase. Dabei wird für eine lineare Ampliﬁkation nur
ein Primer pro Reaktion (Tab. 12) und neben 2'-Desoxy-Nukleotid-Triphosphate (dNT-
Ps) ebenso 2',3'-Didesoxy-Nukleotid-Triphosphate (ddNTPs) verwendet. Dies führt bei
der Polymerisation der Zielsequenzen dazu, dass bei Einbau der ddNTPs in den syn-
thetisierten Nukleinsäurestrang die Polymerase die Synthese abbricht, da keine 3'-OH-
Gruppe zur Kettenverlängerung mehr zur Verfügung steht. Für jeden Sequenzierprimer
wird ein Ansatz mit allen vier ddNTP's, die mit einem unterschiedlichen Farbstoﬀ mar-
kiert sind angefertigt und der Sequenzierreaktion unterzogen. Die dabei entstandenen,
unterschiedlich langen Zielgenfragmente enden mit einem bestimmten ﬂoureszenzmar-
kiertem ddNTP. Je länger der synthetisierte DNS-Strang ist, desto später wurde die
Ampliﬁkation der Zielnukleinsäure abgebrochen. Die Kettenfragmente werden nun mit-
tels Kapillarelektrophorese der Größe nach aufgetrennt. Mit einem Laser werden nun die
Farbstoﬀe der unterschiedlichen ddNTPs der Kettenfragmente angeregt und können mit
einem Detektor in ein Chromatogramm übersetzt werden. Das Chromatogramm gibt
nun die genaue Abfolge der Nukleinsäurebasen der Zielsequenz wieder.
Da mit einem einziger Primer nur etwa 800 Basen der 16S rRNA nahezu fehlerfrei
sequenziert werden können, wird die Reaktion mit einem zweiten Primer wiederholt.
2.4.12. Sequenzierkit, Primer und Auswertungssoftware
Für die Sequenzierung der DNS wurde der DNS Sequencer Applied Biosystems 3130
nach Angaben des Herstellers verwendet. Hierfür wurde ein Vorwärtsprimer (TopoSeq-
F) und ein Rückwärtsprimer (TopoSeq-R) (Tab. 12) eingesetzt. Bei der Sequenzierung
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erhält man für jeden Primer Teilsequenzen, die im Anschluss in silico zusammengefügt
werden müssen. Die Sequenzen wurden mit dem Programm ChromasPro (Technelysium
Pty. Ltd.) zusammengefügt und korrekturgelesen und mit der Pylogeniesoftware ARB
(Ludwig et al., 2004) für weitere Analysen verwendet.
Tabelle 12: Primer für die Sequenzierung
Primername Sequenz (5' - 3') Annealing Temperatur (°C)
TopoSeq-F AGC TTG GTA CCG AGC T 60
TopoSeq-R GTA AAA CGA CGG CCA GT 60
2.5. Vergleichende Sequenzanalyse
2.5.1. Phylogenie-Softwarepaket ARB
ARB ist ein Softwarepaket, dass verschiedene Programme und Algorithmen zur Ana-
lyse und Berechnung von einzelnen Sequenzen sowie Sequenzdatenbanken beinhaltet.
Die Software ermöglicht es Sequenzendaten zu importieren und zu exportieren, Sequen-
zalignments zu erstellen, Primär- und Sekundärstrukturen zu bearbeiten. Weiters ist
es möglich mit diversen Filterberechnungen und unter Zuhilfenahme verschiedenster
Algorithmen phylogenetische Berechnungen anzustellen sowie Primer und Sonden für
bestimmte Sequenzabschnitte zu designen.
Für die Sequenzanalyse wurden die Sequenzen Korrektur gelesen, in das Format .fas-
ta umformatiert und in ARB importiert. Die Sequenzdatenbank von ARB wurde mit der
95_SILVA Datenbank (www.arb-silva.de) aktualisiert und die importierten Sequenzen
mit der fast alignment Funktion des Editor-Werkzeuges (ARB_EDIT 4.1) automatisch
einander ausgerichtet (aligniert). Die fast alignment Funktion verwendet bereits vor-
handene, ähnliche Sequenzen und vergleicht diese mit den neu importierten und legt
homologe Bereiche der Sequenzen übereinander. Dennoch mussten viele Bereiche, ins-
besondere variable Abschnitte wie Loops der 16S rRNA Sequenz manuell auf einander
abgestimmt werden.
2.5.2. Überprüfung auf Chimären
Chimären sind Sequenzen, die aus zwei Teilsequenzen unterschiedlicher Spezies zusam-
mengefügt wurden. Dies kann beim Sequenzassembling, also beim Zusammenfügen der
zwei Teilsequenzen im Anschluss an die Sequenzierung zustande kommen. Für die Über-
prüfung auf Chimären wurden zwei verschiedene Methoden verwendet.
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1. Überprüfung auf Chimären mit ARB
Von allen 16S rRNA-Gensequenzen wurden jeweils die Abschnitte von den Ba-
senpositionen 26 - 747 und 747 - 1471 (gemäß der E. coli 16S rRNA-Alignment-
Positionen) unabhängig von einander für eine phylogenetische Analyse herange-
zogen. Dafür wurde das neighbour joining Werkzeug in ARB verwendet. Die
beiden erhaltenen phylogenetischen Bäume wurden verglichen und gemäß ihrer
Abstammung unterschiedlich positionierte Sequenzen wurden als mögliche Chimä-
ren identiﬁziert.
2. Überprüfung auf Chimären mit dem Online-Programm Pintail
All jene Sequenzen, die mit ARB als mögliche Chimären identiﬁziert wurden, wur-
den mit dem Online-Programm Pintail (http://www.bioinformatics-toolkit.org)
überprüft. Dabei wurde die unbekannte Vollsequenz mit der nächsten verwand-
ten Sequenz aus der Online-Datenbank von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/) verglichen und auf Übereinstimmung überprüft. Chimären gaben sich
dadurch zu erkennen, dass sich eine Teilsequenz signiﬁkant von der Referenzse-
quenz unterschied.
Jene Sequenzen, die durch beide Methoden als Chimären identiﬁziert wurden, wur-
den von weiteren Analysen ausgenommen.
2.5.3. Phylogenie
Für die phylogenetischen Analysen der 16S rRNA-Sequenzen der Mikroorganismen wur-
de das Softwarepaket ARB (Ludwig et al., 2004) verwendet. Alle Baumberechnungsver-
fahren wurden mit einem 50% Konservierungsﬁlter auf Bacteria durchgeführt, um hoch
variable Sequenzpositionen zu vernachlässigen. Dadurch wurden nur jene Regionen in
die Berechnung mit einbezogen, die in mindestens 50% aller Bacteria konserviert sind.
Für alle Sequenzen wurden homologe jedoch nicht verwandte Referenzsequenzen als so
genannte Outgroup mit einberechnet und nach jeder Berechnung manuell als phyloge-
netische Wurzel (root) gesetzt. Als Outgroup für Bakterienstammbäume wurden Ar-
chaeen als Referenzorganismen verwendet, für Stammbäume von Acidobakterien wurden
nah verwandte Bakterienphyla als Outgroup herangezogen. Um zuverlässige phyloge-
netische Informationen zu erhalten, wurde ausschließlich Sequenzen über eine Länge von
1300 nt verwendet. Ab einer Übereinstimmung von 99% wurden die Sequenzen in ei-
ne OTU (operational taxonomic unit) zusammengefasst. Für jede OTU wurde nur eine
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Sequenz für die Baumberechnungsverfahren herangezogen und mit einer nah verwand-
ten Sequenz aus der NCBI Datenbank und dem nächst verwandten bereits kultivierten
Mikroorganismus, bevorzugt Typ-Stämme vergleichend mit eingerechnet (Garrity et al.,
2007). Alle übrigen Sequenzen wurden mit dem Parsimony Interactive Werkzeug von
ARB in bereits berechnete Stammbäume eingerechnet.
Im Folgenden sollen die in ARB verwendeten implementierten Kalkulationsmethoden
kurz vorgestellt werden (Felsenstein 1988; Felsenstein 1995; Ludwig et al., 1998; Nei et
al., 1998; Stamatakis et al., 2002; Swoﬀord et al., 2001).
2.5.4. Neighbour-Joining
Der Neighbour-Joining Algorithmus ist ein Distanzmatrix basierendes Berechnungsver-
fahren. Dabei werden Ähnlichkeitsmatritzen über ein minimum evolution Kriterium
erstellt das heißt es wird jene Baumtopologie, bei der die Abstände der zugrunde liegen-
den Wertematrix am besten mit den jeweiligen Astlängen übereinstimmen als optimal
bewertet. Sequenzen mit der niedrigsten Divergenz werden zu einer Gruppe zusammen-
gefasst und die Matrix wird erneut mit jeder neu eingefügten Sequenz so berechnet als
sei sie Teil der Gruppe. Dieser Algorithmus wird mit jeder neu eingerechneten Sequenz
so oft wiederholt bis alle Sequenzen Teil des Baumes sind. Die erhaltenen Distanzwerte
werden dann in phylogenetische Distanzen umgerechnet.
Diese Methode hat den Vorteil dass man große Datenmengen sehr rasch verarbei-
ten und analysieren kann. Bei der schrittweisen Baumberechnung ﬁndet der Neighbour-
Joining Algorithmus jedoch nicht zwingend die optimale Baumtopologie mit der gerings-
ten Verzweigungslänge, da er während der Berechnung bereits Rechenwege verwirft ohne
vorher alle möglichen Bäume mit einbezogen zu haben. Zumal für den phylogenetischen
Baum lediglich indirekte Distanzwerte und nicht tatsächliche Sequenzwerte herangezo-
gen werden.
Zwei Methoden, die sich direkt auf die Sequenzinformationen beziehen sind Maximum-
likelihood und Maximum-parsimony.
2.5.5. Maximum-likelihood
Der merkmalbasierenden Methode Maximum-likelihood liegt ein Evolutionsmodell und
eine daraus resultierende Wahrscheinlichkeitsfunktion zugrunde. Dabei wird angenom-
men, dass Mutationen in einer Sequenz hinsichtlich ihrer Position unabhängig vonein-
ander auftreten. Es wird die Wahrscheinlichkeit jedes einzelnen evolutionären Schrittes
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berechnet der benötigt wird um mehrere Sequenzen auf eine gemeinsame Vorläuferse-
quenz zurückführen zu können. Das heißt es wird unter allen möglichen Bäumen des
untersuchten Sequenzdatensatzes jener ausgewählt, der mit der größten Wahrscheinlich-
keit zur Entstehung der terminalen Sequenzen, unter der Annahme einer deﬁnierten
Sequenzevolution führt. Dabei wird heuristisch vorgegangen, wobei ausgehend von ei-
nem zufälligen Baum, alle Äste so lange neu angeordnet werden, bis der optimale Baum
gefunden wurde. Diese Prozedur wird so lange wiederholt, bis alle möglichen Baumto-
pologien des untersuchten Sequenzdatensatzes konstruiert werden können.
Der größte Vorteil dieser Methode ist, dass die vollständigen Sequenzdaten unter Be-
rücksichtigung eines Evolutionsmodells in die Berechnung einﬂießen. Dafür werden je-
doch große Mengen an Rechenleistung und damit verbunden ein erheblicher Zeitaufwand
benötigt.
2.5.6. Maximum-parsimony
Der Maximum-parsimony (engl. parsimony Sparsamkeit) Algorithmus setzt die An-
nahme voraus, dass evolutionsgeschichtlich die Wahrscheinlichkeit Merkmale zu erhal-
ten höher sei als deren Veränderung. Somit wird bei diesem Baumberechnungsverfahren
jenem Baum die höchste Wahrscheinlichkeit beigemessen, der die geringsten evolutiven
Schritte und die geringsten Astlängen aufweist. Um den sparsamsten phylogenetischen
Baum zu erhalten werden verschiedene Baumtopologien für jede vertikale Kolumne von
alignierten Sequenzen berechnet. Die erhaltenen Topologien werden im Anschluss gemäß
der Anzahl an evolutionären Veränderungen, die sie beinhalten evaluiert und jene für
die Wahrscheinlichste erachtet, die die geringste Zahl an Mutationen und die geringste
Gesamtbaumlänge aufweist.
Diese Methode ist nützlich, wenn sich die Merkmale selten Veränderungen unterziehen.
Für hoch variable Merkmale ist jener Algorithmus jedoch nur bedingt einsetzbar.
2.5.7. Bootstrapping
Bootstrapping ist ein Baumbewertungsverfahren, welches die Evaluierung der einzelnen
Astlängen und die Aussagekraft eines Baumes ermöglicht. Dabei werden die Daten bis zu
tausendmal zufällig umgestaltet und dadurch der statistische Fehler jeder Baumberech-
nung ermittelt. Für jeden Baum werden dann Konﬁdenzwerte ausgegeben, die angeben
in wie viel Prozent der Stichprobenbäume eine bestimmte Verzweigung auftritt.
In der vorliegenden Arbeit wurden Boostrapping-Berechnungen mit einem 50% Kon-
servierungsﬁlter und 100 Wiederholungen durchgeführt. Alle Verzweigungen mit Werten
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≥ 90% wurden als signiﬁkant bestätigt ausgegeben.
2.5.8. Gruppierung der 16S rRNA-Sequenzen für weitere Analysen
Die erhaltenen bakteriellen Sequenzen wurden für weitere statistische Analysen zu OTUs
(operational taxonomic unit) zusammengefasst. Dafür wurde das Neighbour-Joining Ver-
fahren in ARB verwendet, womit eine Ähnlichkeitsmatrix aller erhaltenen Sequenzen
berechnet und erstellt wurde. Die erhaltene Matrix wurde dann in DOTUR (Schloss
und Handelsman 2005) importiert und die unterschiedlichen OTUs auf 99%, 95% und
90% Sequenzähnlichkeit deﬁniert (Stackebrandt und Ebers 2006).
2.5.9. Coverage-Berechnung
Die Coverage-Berechnung beschreibt in welchem Ausmaß die erhaltenen Gensequenzen
den gesamten hypothetischen Genpool einer bestimmten Umweltprobe repräsentiert.
Dazu wird folgende Formel (1) verwendet (Good 1953; Singelton 2001):
Ccoverage = [1− (n1/N)] ∗ 100% (1)
n1 = Anzahl der OTUs, welche nur eine Sequenz enthalten
N = Anzahl aller Sequenzen in der Gendatenbank
2.5.10. Rarefaction-Methode
Die Rarefaction-Methode (Shinozaki, 1963) dient dazu abzuschätzen, ob die Anzahl
der erhaltenen Sequenzen ausreicht, um die Diversität der Klonbibliothek festzustellen.
Sie wurde entwickelt um die Fülle der Taxa unterschiedlicher Proben miteinander zu
vergleichen. Dabei wird davon ausgegangen, dass alle Individuen beliebig in einem Raum
verteilt sind. Berechnet wird die zu erwartende Artenzahl einer vordeﬁnierten Anzahl
eines Erfassungsbereiches mithilfe der Analytic Rarefaction Software (Holland, Analytic
Rarefaction Software). Folgende Formel (2) wird hierfür verwendet:
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S (q) =
s∑
i=1
[
1−
{
Q− ai
q
}
/
{
Q
q
}]
(2)
S(q) = zu erwartende Artenzahl für q = 1,2,3,...Q
q = Gesamtzahl Erfassungseinheit
ai= Anzahl an Erfassungseinheiten, in denen die Art i vorkommt (festgestellte Arten-
frequenz)
s = festgestellte Gesamtartenzahl
Diese Berechnungen erlauben es eine Rarefaction-Kurve zu konstruieren. Sie dient
als Darstellung der Anzahl von Individuen als Funktion der Individuen der gesammelten
Proben. Erreicht die Kurve ihr Plateau sind trotz weiterem Sammelaufwand keine neuen
Arten mehr zu erwarten (Achtziger et al., 1992). Dennoch ist es mit dieser Methode nicht
möglich auf die Gesamtzahl der Arten, die in einer Probe erwartet werden zu schließen.
2.5.11. Vergleich von Gendatenbanken mit UniFrac
Der UniFrac Algorithmus (Lozupone et al., 2005) dient dazu, OTU unabhängig Genda-
tenbanken unterschiedlicher Umweltumgebungen oder Habitate miteinander zu verglei-
chen. Dazu wird ein bereits erstellter phylogenetischer Baum, indem jeder Sequenz ein
Habitat zugewiesen wurde in das Online-Werkzeug von UniFrac
(http://bmf2.colorado.edu/unifrac/index.psp) im NEWICK-Format eingerechnet. Die
UniFrac Metrik vergleicht Häuﬁgkeit und Astlänge aller Sequenzen und erstellt einen ge-
wichteten Baum. Folgende Formel (3) wird dafür verwendet:
u =
n∑
i
bi ∗
{
Ai
AT
+
Bi
BT
}
(3)
n = Anzahl der Äste
b = Länge eines Astes (i)
A, B = Summe der Sequenzen eines Habitats (A, B)
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Dieser wird mit 1000 zufällig erstellten Bäumen verglichen, um die Signiﬁkanz von auf-
tretenden Sequenzen in einem Habitat zu ermitteln. Der Vorteil dieser Methode besteht
darin, Gendatenbanken, die einem gewissen Habitat oder einer bestimmten Umweltprobe
zugeordnet werden können ohne der Bestimmung von OTU's miteinander vergleichen zu
können. Mikrobielle Gemeinschaften können damit signiﬁkant einem Habitat zugewiesen
werden.
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3. Ergebnisse
3.1. Bakterielle 16S rRNA-Sequenzen aus namibischen Böden
Eines der Ziele dieser Arbeit war Einblick in die bakterielle Diversität in namibischen
Böden zu bekommen. Die Bodenproben wurden im Jahr 2007 an zwei Beobachtungs-
standorten des BIOTA-Projektes (Mile 46; Mutompo) in der Kavango-Region im Norden
Namibias gesammelt.
3.1.1. Isolierung der genomischen DNS
Die genomischen DNS wurde mit der Methode nach Lueders extrahiert (Lueders et al.,
2004). Dieses Protokoll ermöglicht eine kombinierte Isolierung von DNS und RNS. Ins-
gesamt wurden 29 Bodenproben (Nam1 - Nam29) untersucht. Abb. 7 zeigt vier Beispiele
von Extraktionen verschiedener Bodenproben (Nam8 - Nam11). Gut erkennbar sind die
16S rRNA und 23S rRNA Untereinheiten.
Abbildung 7: 1% Agarose-Gel (nicht denaturierend) von Beispielen einer kombinier-
ten DNS/RNS Extraktion nach Lueders (Lueders et al., 2004); (8,9) Ackerboden; (10)
Brachland; (11) ursprünglicher Boden; (L) Kb Leiter.
3.1.2. Ampliﬁkation und Klonierung der bakteriellen 16S rRNA-Gene
Für die Ampliﬁzierung der bakteriellen 16S rRNA-Gene wurden für die PCR Acido-
bakterien-speziﬁsche Primer verwendet (Abschnitt 2.4.3) Für die Ermittlung der pri-
merspeziﬁschen Anealing-Temperatur wurde eine Temperatur-Gradienten-PCR durch-
geführt. Über den Temperaturgradienten (Tab. 13) wurde die Stringenz und Speziﬁtät
der Primer und Kompetitoren an die Zielorganismen-DNA angepasst. Die nach der Auf-
trennung über ein Elektrophorese-Gel erhaltenen Banden deﬁnieren bestimmte Längen
50
3 ERGEBNISSE 3.1 Bakterielle 16S rRNA-Sequenzen aus namibischen Böden
der erhaltenen DNS. Die PCR-Produkte wurden auf 10 ng/µl verdünnt und der Bo-
denbehandlungsart entsprechend gepoolt (Tab. 14) und für die Klonierung verwendet.
Auf die Klonierung erfolgte die Überprüfung der Klone auf die 16S rRNA-Inserts. Da
die Größe der M13 Screening-PCR-Produkte der 16S rRNA etwas weniger als 1500 bp
entspricht, konnten jene Ampliﬁkate für die Sequenzierung verwendet werden, die die
passende Länge der Vektoren mit Insert aufwiesen (Abb. 9).
Abbildung 8: 1% Agarose-Gel einer Temperatur-Gradienten-PCR als Beispiel. A1-8,
Acidobacterien Template; B1-8 Streptomyces Template; C1-8, Verrucomicrobia Templa-
te. Gradient: 47 °C (1) - 67,8 °C (12)
Tabelle 13: Teperatur-Gradienten der Gradienten-PCR
Template 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temperatur in °C 47,0 47,3 48,4 50,2 52,5 55,1 57,8 60,5 63,0 65,1 66,7 67,8
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Abbildung 9: 1% Agarose-Gelbild einer M13 Screening-PCR als Beispiel. Klone mit
Bande bei etwa 1480 bp wurden sequenziert.
Tabelle 14: Klonbibliotheks-Kategorien der Bodenproben. Die PCR-Produkte der
DNS-Extraktionen (Nam 1 - Nam 29) wurden entsprechend der Bodenbehandlungsart
gepoolt (NamUb, NamBr, NamAc)
NamUba NamBrb NamAcc
Nam 3 Nam 1 Nam 4
Nam 6 Nam 2 Nam 5
Nam 11 Nam 10 Nam 7
Nam 12 Nam 17 Nam 8
Nam 13 Nam 19 Nam 9
Nam 15 Nam 20 Nam 14
Nam 16 Nam 22 Nam 18
Nam 24 Nam 23 Nam 21
Nam 25 Nam 28 Nam 26
Nam 27
Nam 29
aunberührter Boden
bBrachlandboden
cAckerlandboden
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In Kategorie NamUb wurden von 133 Klonen 112 Klone mit einem 16S rRNA-Insert
sequenziert. Von Kategorie NamBr wurden 97 Klone von 104 Klonen mit einem 16S
rRNA-Insert verwendet. In Kategorie NamAc wurden 308 Klone gescreent und 92 Klone
für die Sequenzierung verwendet. In Summe wurden 545 Klone einer screening PCR
unterzogen, wovon 301 Klone mit dem richtigen Plasmid-Insert für die Sequenzierung
verwendet wurden.
3.1.3. Sequenzierung
Die Qualität der Sequenzen hängt stark mit der Ausbeute der Plasmidisolierung zu-
sammen. Mit dem Programm ChromasPro (Technelysium Pty. Ltd.) wurde ein Chro-
matogramm erstellt , die Sequenzen wurden korrekturgelesen und zu Vollsequenzen
(≥1200 bp) zusammengefügt. Sequenzen, deren Chromatogramm keine eindeutigen Ba-
senzuordnungen zuließen wurden verworfen.
Von Klonbibliothek NamUb wurden von 112 sequenzierten Klonen 89 Vollsequenzen
erstellt. Aus der zweiten Klonbibliothek NamBr wurden von 104 Klonen 80 Vollsequen-
zen generiert. Die dritte Klonbibliothek NamAc setzt sich aus 79 Vollsequenzen von 92
Klonen zusammen.
3.2. Sequenzanalyse
Die Vollsequenzen wurden mit dem Software-Paket Arb und dem Programm Pintail
auf Chimären überprüft (Abschnitt 2.5.2). NamUb enthielt 5 Chimären. In Bibliothek
NamBr fanden sich 2 Chimären und in der dritten Klonsammlung NamAc konnten 7
Chimären gefunden werden. Sie wurden aussortiert und verworfen. Für die Sequenzana-
lyse wurden insgesamt 234 Sequenzen mit einer Länge von ≥ 1400 Basen verwendet.
3.2.1. Statistische Analysen
Zum Vergleich wurden pro Klonbibliothek die bakteriellen 16S rRNA-Sequenzen mit
einer Sequenzähnlichkeit von jeweils ≥ 99%, ≥ 97% und ≥ 95% mit dem Programm
DOTUR (Schloss und Handelsman, 2005) zu unterschiedlichen OTUs zusammengefasst.
Eine OTU deﬁniert dabei eine Gruppe von Organismen, die eine bestimmte Sequenz-
ähnlichkeit besitzen. Bei ≥ 97% Sequenzähnlichkeit ergaben sich für die Klonbibliothek
NamUb 55 OTUs, wovon 34 OTUs nur eine Sequenz enthält. Die Analyse der zweiten
Klonbibliothek ergab bei ≥ 97% Sequenzidentität 63 OTUs wovon 54 OTUs nur eine
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Sequenz enthält. Die dritte Klonbibliothek NamAc enthält 57 OTUs wovon 49 OTUs
nur einer Sequenz entsprechen (Tab. 15 ).
Tabelle 16: Anzahl der Klonsequenzen der einzelnen OTUs der drei Genbanken. Se-
quenzunterschiede betragen 3%
OTU1 OTU2 OTU2 OTU4 OTU5-OTU21 OTU22-OTU55
NamUb 4 4 3 3 2 1
OTU1 OTU2 OTU3 OTU4-UTO9 OTU9-OTU63
NamBr 4 3 3 2 1
OTU1 OTU2 OTU3-OTU7 OTU8-OTU56
NamAc 5 3 2 1
3.2.1.1. Coverage-Berechnung Die Coverage-Berechnung (Good 1953) wurde für al-
le drei Klondatenbanken durchgeführt. Sie beschreibt, in welchem Ausmaß die Gense-
quenzen einer Genbank die gesamte Population der untersuchten Probe repräsentiert.
Für NamUb ergab sie 59,52%, für NamBr errechneten sich 30,8% und für NamAc er-
gaben sich 36,4% Erfassungsgrad.
3.2.1.2. Rarefaction-Analyse Darüber hinaus wurde eine Rarefaction-Analyse durch-
geführt. Sie dient dazu, um abzuschätzen, ob ausreichend 16S rRNA-Gen-Klone unter-
sucht worden sind, um die Diversität im untersuchten Habitat bestimmen zu können.
Die Daten wurden mittels DOTUR erstellt und in ein Kurvendiagramm übertragen
(Abb. 9-11). Erreichen die Kurven eine Entsprechung einer Gerade der Steigung Null,
können keine weitere OTUs für das entsprechende Habitat mehr erwartet werden (Acht-
ziger et al., 1992). In allen drei Gendatenbanken (NamUb, NamBr, NamAc) zeigt die
Rarefaction-Analyse eine zunächst lineare, dann aber abﬂachende Kurve und die Asym-
ptote erreicht nicht Null (Abb. 9-11).
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Abbildung 10: Rarefaction-Kurve NamUbAbbildung 11: Rarefaction-Kurve NamBr
Abbildung 12: Rarefaction-Kurve NamAc
3.2.1.3. Vergleichen der Gendatenbanken mittels Unifrac Um die Gendatenban-
ken auf deren signiﬁkante Unterschiede zu testen, wurde das Webtool UniFrac (Lopuzone
et al., 2005) verwendet. Dabei werden die habitatspeziﬁschen Sequenzbäume verglichen
und über den ermittelten P-Wert deren Unterschiede über die UniFrac-Signiﬁkanz er-
rechnet. Erreichen die p-Werte ≤ 0,01 unterscheiden sich die Habitate signiﬁkant von-
einander in deren Zusammensetzung. In Tab. 16 und 17 sind jeweils die P-Werte für die
unterschiedlichen Habitate angegeben.
Tabelle 17: UniFrac Signiﬁkanz; P-Werte der gesamten Klonbibliothek
Korrigierte Werte NamUb NamBr NamAc
NamUb 0 0,003 0,003
NamBr 0,003 0 0,057
NamAc 0,003 0,057 0
Rohwerte NamUb NamBr NamAc
NamUb 0 0,001 0
NamBr 0,001 0 0,016
NamAc 0 0,019 0
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Tabelle 18: UniFrac Signiﬁkanz; P-Werte der acidobakteriellen Sequenzen
Korrigierte Werte NamUb NamBr NamAc
NamUb 0 0,09 0,03
NamBr 0.09 0 0,63
NamAc 0,03 0,63 0
Rohwerte NamUb NamBr NamAc
NamUb 0 0,03 0
NamBr 0,03 0 0,21
NamAc 0 0,21 0
3.2.2. Phylogenetische Analysen
Für die phylogenetischen Analysen wurden die erhaltenen bakteriellen 16S-rRNA Se-
quenzen mit einer Länge von ≥ 1200 Basen verwendet. Jede erhaltene OTU wurde mit
Sequenzen von nahe Verwandten und kultivierten Mikroorganismen der NCBI Daten-
bank über das Blastn Search Tool verglichen und in die Baumberechnungsverfahren als
Referenzorganismen mit einberechnet.
Abbildung 13: Phylogenetischer auf 16S-rRNA basierender Maximum-Likelihood-
Baum aller erhaltenen OTUs. Der Balken steht für 10% Sequenzunterschied.
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3.2.2.1. Die bakteriellen Sequenzen Die Analysen der bakteriellen Sequenzen erga-
ben ein zum Teil hoch diverses Spektrum vieler unterschiedlicher Phyla (Abb. 13). Die
meisten Klone konnten den Actinobacteria, Bacilli, Acidobacteria, Chloroﬂexi, Verru-
comicrobia, Proteobacteria und Cyanobacteria zugeordnet werden. Auch Vertreter des
Phylums OP10 konnten aufgenommen werden. Um einen Überblick über die bakte-
rielle Diversität zu bekommen wurde ein Neighbour-Joining Baum berechnet und mit
jeweils Bäumen anderer Berechnungsverfahren wie Maximum-Parsimony und Maximum-
Likelihood verglichen.
Der überwiegende Teil der Sequenzen fällt zu den Actinobacteria (79). Sie zeigen ta-
xonomisch ein benachbartes Verwandtschaftsverhältnis zu Acidobacteria (51) und zu
Verrucomicrobia (15). Ein erheblicher Anteil der Sequenzen lassen sich dem Phylum
Bacillus (53) zuordnen. Die Nitrospina Sequenzen (2) wurden mit den Deltaproteobac-
teria zur Klasse der Proteobacteria gezählt. Die meisten Sequenzen konnten bekannten
Referenzorganismen bei der Baumberechnung zugeordnet werden. Dennoch konnte in
der gesamten Klondatenbank keine bereits kultivierbare oder in den öﬀentlichen Daten-
banken bekannte Sequenz mit einer Sequenzähnlichkeit von ≥ 99% gefunden werden.
Von 234 Klonen haben 24 Klone eine Sequenzähnlichkeit von ≥ 95% mit kultivierbaren
Mikroorganismen (Tab. 19, Anhang).
Abbildung 14: Verteilung der 16S rRNA-Gene in allen drei Klonbibliotheken
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3.2.2.2. Die acidobakteriellen Sequenzen In dieser Arbeit wurde versucht einen Fo-
kus auf acidobakterielle 16S-rRNA Sequenzen zu legen. Von 234 Sequenzen wurden 49
acidobakterielle Sequenzen gefunden. Sie stellen somit 22% aller untersuchten 16S-rRNA
Gensequenzen (Abb. 13). Die Einteilung der Acidobacteria in Untergruppen erfolgte von
Hugenholtz et al. (1998), Zimmermann et al. (2005) und Barns et al. (2007). Die meis-
ten Klone fallen in Gruppe 4 (16) gefolgt von Gruppe 3 (11) und Gruppe 6 (7) (Abb.
15, 16). Nur ein Klon kann Gruppe 1 zugeordnet werden. Zwei erhaltene acidobakteri-
elle Sequenzen (NamBrCl30, NamAcCl99) haben eine Sequenzähnlichkeit von ≥ 95%
mit dem Acidobacterium Solibacter usitatus Ellin6076 (CP000473) zugehörend zu Grup-
pe 3. Sechs Klone (NamUbCl108, NamUbCl131, NamUbCl31, NamUbCl8, NamBrCl72;
NamBrCl88,) zeigten ein Sequenzähnlichkeit von ≥ 90% zu Solibacter usitatus Ellin6076
(CP000437). Die übrigen Klone zeigten eine Sequenzähnlichkeit ≤ 90% zu bereits kul-
tivierbaren oder beschriebenen Bakterien.
Abbildung 15: Neighbour-Joining Baum der Acidobakterien. Die Zahlen in den Clus-
tern stehen für die Anzahl an eingerechneten Sequenzen. Der Längenbalken repräsen-
tiert einen Sequenzunterschied von 10%.
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Abbildung 16: Diagramm der erhaltenen Acidobakterien-Gruppen in allen Klonbiblio-
theken
Ein Vergleich der drei bodenspeziﬁschen Klonbibliotheken zeigt die unterschiedliche
Verteilung der Gruppen auf die Probensammelstellen. Bibliothek NamUb (unberührter
Boden) beinhaltete 19 Klone auf 5 acidobakterielle Gruppen. NamBr (Brachlandboden)
beinhaltete 19 Klone auf 6 Gruppen verteilt. Aus dem Ackerboden (NamAc) ließen sich
nur 11 Klone aus 6 Acidobakterien-Gruppen nachweisen (Tab. 18).
Tabelle 19: Acidobakterien-Gruppenverteilung auf die unterschiedlichen Böden
Acidobakterien-Gruppe NamUb NamBr NamAc Gesamt
Gruppe 1 1 1
Gruppe 3 4 5 2 11
Gruppe 4 9 5 2 16
Gruppe 6 2 1 4 7
Gruppe 7,2 2 1 3
Gruppe 10 2 3 5
Gruppe 11 3 3
Gruppe 25 2 1 3
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4. Diskussion
4.1. 16S rRNA-basierende Phylogenie
4.1.1. Genbibliotheken
Ein Ziel dieser Arbeit war einen Einblick in die Diversität von Acidobakterien namibi-
scher Böden unter verschiedenen anthropogenen Einﬂüssen zu gewähren. Dazu wurden
drei Gendatenbanken basierend auf dem 16S rRNA-Gen von Bodenproben aus 10 cm
Tiefe angelegt. Die Proben wurden aus unterschiedlich behandelten Böden in Namibia
im Jahr 2007 genommen und genomische DNA extrahiert. Somit wird es möglich, die
erhaltenen Sequenzen mit jenen bereits bekannter Mikroorganismen zu vergleichen und
den Standort über Diversität und Phylogenie zu charakterisieren.
Das Erstellen einer Gendatenbank ist ein aufwendiges Verfahren und erfordert Ge-
nauigkeit im Prozessablauf und ein breit angelegtes Probenspektrum, um ein möglichst
wirklichkeitsnahes Spektrum der mikrobiellen Gemeinschaften erfassen zu können. Da-
her ist zu erwähnen, dass keine Genbibliothek natürlicher Biotope die Gesamtheit der
Biodiversität zu erfassen imstande ist. Zumal mit bestimmten Strategien versucht wird,
einen Fokus auf deﬁnierte Mikroorganismen zu legen, um die große Komplexität und
die Vielzahl an Wechselwirkungen fassbarer zu machen. Während der Versuchsabläufe
der Erstellung einer Klonbibliothek können Fehler, wie ein PCR-Drift das Ergebnis fäl-
schen und somit eine falsche Sicht auf die Proben vermitteln. Deshalb ist die kritische
Auseinandersetzung mit den Methoden unerlässlich, um die Daten so gut als möglich
veriﬁzierbar zu machen. (Acinas et al., 2005; Frostegard et al., 1999; Lakay et al., 2007;
Polz and Cavanaugh 1998; v. Wintzingerode et al., 1997)
4.1.2. Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften in namibischen
Böden
Gemäß jüngsten Studien über 16S rRNA-Klonbibliotheken sind Alphaproteobakterien
und Acidobakterien weltweit dominierend in Bodenhabitaten und stellen einen Anteil
von bis zu 20% aller untersuchten Klone. Acidobakterien erreichen dabei mitunter einen
Anteil von 51% bzw. 80% in Böden (Dunbar et al., 1999; Chan et al., 2006). Wei-
ters treten Actinobakterien und Betaproteobakterien zu jeweils 13% und 10% auf, wäh-
rend Bacteroidetes und Firmicutes (Bacilli) zu unter 5% Abundanz aufweisen (Janssen,
2006). Bei Fierer et al. (2005) ergab eine durch Real-time-PCR unterstützte Untersu-
chung dreier unterschiedlicher mikrobieller Bodengemeinschaften, dass Acidobakterien
60
4 DISKUSSION 4.1 16S rRNA-basierende Phylogenie
und Alphaproteobakterien zu 23% bzw. bis zu 14% vorkommen.
Im Vergleich dazu zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit einen diﬀerenten Abriss der
mikrobiellen Zusammensetzung in namibischen Böden. Durch den in dieser Arbeit ver-
wendeten Rüchwärts-Primer (Tab. 10) zeigen sich Unterschiede in den mikrobiellen Ge-
meinschaften. Den Hauptanteil der vorkommenden Bakterienphyla stellten Actinobakte-
rien mit 33% Anteil, gefolgt von Bacilli mit 22% und Acidobakterien mit 22% Anteil.
Chloroﬂexi, Proteobacteria und Verrucomicrobia erreichten einen Anteil von unter 10%.
Die übrigen Phyla wie Cyanobacteria, Nitrospina und das seltene Phylum OP10 tra-
ten unter 1% in dieser Klondatensammlung auf. Dabei entspricht die grundsätzliche
Zusammensetzung der unterschiedlichen Phyla durchaus vorangegangenen Studien über
bodenbakterielle Gemeinschaften, die mit allgemeinen 16S Primern untersucht wurden
(Proteobakterien, Actinobakterien; Acidobakterien, Verrucomicrobia, Chloroﬂexi, Bacil-
li) (Janssen, 2006). Dennoch unterscheidet sich die erhaltene Sequenzdatenbank durch
die Abundanz der verschiedenen Phyla. Der hohe Anteil an Actinobakterien ist gemäß
bereits untersuchten Böden unüblich. Wink et al. (2003), Brandão et al. (2001) und
Eppard et al. (1996) zeigten jedoch, dass es in namibischen Böden Anzeichen dafür gibt,
dass Actinomyceten und Streptomyceten eine dominante Rolle einnehmen.
4.1.2.1. Coverage-Analyse Die Coverage-Analyse für eine Sequenzähnlichkeit von ≥
97% ergab bei den drei Klondatenbanken jeweils Werte von 59,52% (NamUb), 30,76%
(NamBr) und 36,36% (NamAc). Diese niedrigen Werte stehen für einen sehr hohen
Anteil von OTUs bei vergleichsweise wenig untersuchten Sequenzen. Dies kann ein Indiz
für die hohe Diversität und Vielfalt der Mikroorganismen im Boden sein. Die große Zahl
an nicht kultivierbaren Organismen, die in der Klondatenbank vorkommen bestätigen
die hohe Anzahl der OTUs. Um die Ergebnisse besser veriﬁzieren zu können wäre eine
höhere Anzahl von Sequenzen nötig.
4.1.2.2. Rarefaction-Analyse Die Rarefaction-Analyse wurde bei allen drei Klonbi-
bliotheken mit ≥ 99%, ≥ 97%, und ≥ 95% Sequenzähnlichkeit durchgeführt (Abb.
9-11). Keine der Rarefaction-Kurven ﬂacht dabei stark ab. Das bedeutet, dass die Di-
versität im Habitat nicht als Ganzes erfasst werden konnte und weitere Analysen der
Bodenproben Sicherheit brächten. Fasst man die Sequenzen bei einer Ähnlichkeit von
≥ 95% bereits zu einer OTU zusammen wird die Rarefaction-Kurve ﬂacher, weil sie
weniger OTUs auf die gleiche Anzahl an Sequenzen enthalten.
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4.1.2.3. UniFrac-Analyse Die UniFrac-Analyse (Lopuzone et al., 2006) ergab keine
signiﬁkanten Unterschiede zwischen den drei Bodenbearbeitungsformen. Dennoch schei-
nen NamBr und NamAc eine ähnlichere Zusammensetzung in deren mikrobiellen Ge-
meinschaften aufzuweisen als NamUb (Tab. 15). Das könnte damit in Verbindung ste-
hen, dass NamUb, der unberührter Boden, noch nie anthropogen beeinﬂusst wurde. Der
Brachboden (NamBr) und der Ackerboden (NamAc) wurden der landwirtschaftlichen
Nutzung ausgesetzt und damit einem ähnlichen Nährstoﬀeintrag ausgesetzt. Dies könn-
te zu einer charakteristischen Verschiebung der Bakterienarten im Boden geführt haben
und damit bestimmten Mikroorganismen einen Vorteil verschaﬀt haben.
Im folgenden sollen die gefundenen Bakterienphyla in den namibischen Bodenproben
genauer erläutert werden.
4.1.2.4. Acidobacterien Das Phylum der Acidobacterien beinhaltet bislang wenig be-
kannte Vertreter, da nur eine geringe Zahl kultiviert werden konnte. In den namibischen
Bodenproben erreichen sie eine Abundanz von 22%, also deutlich geringer als in ande-
ren Klondatenbanken aus Böden (Janssen, 2006). Acidobakterien sind unterteilt in 26
Untergruppen (Barns et al., 2007). Die Gruppen 1,3,4 und 6 sind vorwiegend in Böden
zu ﬁnden (Barns et al., 2007; Janssen 2006; Quaiser et al., 2003). Die Gruppen 1,2 und
3 sind gemäß einiger Studien häuﬁg in Habitaten mit pH-Wert im sauren Bereich zu
ﬁnden (Männistö et al., 2007; Sait et al., 2002; Sait et al., 2006).
Die meisten acidobakterielle Sequenzen, die in den namibischen Bodenproben gefun-
den wurden sind der Gruppe 4 (16), der Gruppe 3 (11) und der Gruppe 6 (7) zuzuordnen,
also jene Gruppen, die nach Janssen (2006) bevorzugt in Böden vorkommen. Bislang
konnten nur acht Gattungen charakterisiert werden. Die größte Sequenzähnlichkeit zu
einem kultivierbaren Vertreter der Acidobakterien in den namibischen Bodenproben be-
steht einzig zu Solibacter usitatus und ist ein Vertreter der Gruppe 3. Acidobacteria-3
sp. Ellin6076 wurde umbenannt in Solibacter usitatus Ellin6076 und ist ein Bakterium,
welches weltweit in Böden gefunden werden kann. Es wurde aus dem Boden von Wei-
deland in Victoria, Australien isoliert (Ward et al., 2009). Über Funktion und Aktivität
sind noch wenig bekannt. Quaiser et al. (2003) versuchte Einblick in die Physiologie
der Acidobakterien zu schaﬀen. Dabei wurden mögliche Indizien für einen horizontalen
Gentransfer mit Rhizobiales gefunden. Weiters wurde in einem genomischen Fragment
iPHB-Depolymerase, ein Schlüsselenzym für die Mobilisierung des Speicherstoﬀes Po-
lyhydroxybuttersäure (PHB) gefunden. Dies deutet auf eine Kohlenstoﬀassimilation in
Form von Stärke und Glucose für die Synthese von Energiespeicherstoﬀen.
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Vergleicht man die unterschiedlich genutzten namibischen Böden hinsichtlich deren
acidobakteriellen Zusammensetzung ergeben sich folgende Ergebnisse: Der unberührte
Boden (NamUb) enthält die meisten Acidobakterien der Gruppe 4 (9). Im Brachlandbo-
den ist sowohl Gruppe 3 als auch Gruppe 4 gleichermaßen vertreten (5). Im Ackerboden
ist Gruppe 6 mit 4 Klonen die abundanteste. Dennoch kommen in allen Bodenformen
etwa gleich viele Gruppen sowie Klone vor (Tab.16). Gruppe 1 kommt ausschließlich im
Ackerboden vor. Gruppe 11 ﬁndet sich nur im Brachlandboden. Um eine signiﬁkante Un-
terscheidung zwischen den Bodenformen und deren acidobakteriellen Zusammensetzung
bestimmen zu können, bedurfte es jedoch eine auf Acidobakterien angelegte, speziﬁschere
Klondatenbank.
In der vorliegenden Arbeit sollte ein Fokus auf das Phylum der Acidobakterien ge-
legt werden. Dazu wurde ein Primer (Tab. 10) hergenommen, um die Speziﬁtät auf die
passenden Sequenzen zu erhöhen. Zusätzlich wurden Oligonukleotide als Kompetitoren
eingesetzt um die Ampliﬁkation von ähnlichen Sequenzen während der PCR ins Besonde-
re von Steptomyceten und Verrucomicrobia zu unterbinden. Dennoch blieb die Ausbeute
an acidobakteriellen Sequenzen unter den Erwartungen. Trotz der eingesetzten Kompe-
titoren wurde eine große Anzahl an Sequenzen erfasst, die nicht zu den Acidobacterien
zu zählen sind.
Die geringe Speziﬁtät des Primers kam in mehren Fällen zur Geltung: Vorerst wur-
de versucht, über eine Temperatur-Gradienten-PCR die Speziﬁtät gegenüber ähnlichen
Missmatchsequenzen zu diskriminieren. Doch trotz mehrmaligen Versuchen, den Gra-
dienten zu ändern, konnten keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden. Deshalb
wurde die errechnete Anlagetemperatur der Primersequenz für weitere PCR-Schritte
verwendet, trotz des Risikos, unspeziﬁsche Ampliﬁkate zu erhalten.
Die durch die Klonierung und Sequenzierung erhaltenen Teilsequenzen wurden via
dem online-Werkzeug Blastn (Altschul et al., 1990) mit bereits bekannten 16S rRNA-
Sequenzen verglichen. Die Analyse mit dem Software-Paket Arb (Ludwig et al., 2004)
ergab den letztlich geringen Anteil acidobakterieller Sequenzen in den namibischen Bo-
denproben.
Die Interpretation von Daten aus Gendatenbanken sollte dennoch mit Vorsicht be-
trachtet werden. Nach Dedysh et al. (2006) ist die molekularbiologische Methode ein ent-
scheidender Einﬂussfaktor auf die erhaltenen Ergebnisse. Eine erstellte Klondatenbank
zeigte eine hohe Abundanz von Acidobakterien. Eine darauf folgende Analyse mittels
FISH-Sonden (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) ergab eine deutlich geringere Häuﬁg-
keit. Dieses Ergebnis könnte den Schluss zulassen, dass Acidobakterien im Stande sind
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Dauerstadien zu bilden, die für die FISH-Sonden schwerer zugänglich sind. Unter dieser
Annahme könnten Dauerstadien auch die Lyse der Zellen während der DNA-Extraktion
beeinträchtigen. Auch ein Primer-Fehler wärend dem Erstellen der Klondatenbank könn-
te eine mögliche Ursache für diese unterschiedlichen Ergebnisse sein.
4.1.2.5. Actinobakterien DieActinobakterien sind mit 33% die meist vertretene Bak-
teriengruppe in dieser Klonbibliothek. Gemäß der bereits bekannten und identiﬁzierten
Arten repräsentiert dieses Phylum mit 5 Unterklassen und 14 Unterordnungen eine der
größten taxonomischen Einheiten unter den Bakterienstämmen (Ventura et al., 2007).
Sie sind gram-positiv mit hohem C+G Gehalt in der DNA. Mit über 50% Anteil sind
Actinomyceten die dominierende Bakterienordnung. Rubrobacterales sind zu 39% ver-
treten. Sechs Klone konnten mit einer Sequenzähnlichkeit von ≥ 90% folgenden be-
reits kultivierten Arten zugeordnet werden: Arthrobacter globiformis (EU221373), ein
aerobes, nitratreduzierendes Bodenbakterium. Es besitzt die Fähigkeit Pestizide und
Herbizide abzubauen (Eschbach et al., 2003). Geodermatophilus obscurus (L40620) ist
ein aerobes Bodenbakterium, welches bereits in Namibia beschrieben wurde (Eppard et
al., 1996). Nonomuraea bangladeshensis (AB274966), ein myzel-bildender Actinomycet,
welcher zuerst in Bangladesh gefunden wurde (Ara et al., 2007). Streptomyces tendae
(D63873) ist ein Bodenbakterium, welches Nikkomycin, ein Antibiotikum gegen Pilze
produziert (Seong et al., 2004). Blastococcus aggregatus (AJ430193) ist ein aerobes Bo-
denbakterium, welches in Clustern mit Geodermatophilus sp. vorkommt (Urzì et al.,
2004). Pseudonocardia asaccharolytica (Y08536) ist ein sulﬁdoxidierendes Bodenbbakte-
rium (Reichert et al., 1998). (Tab. 17, Anhang).
4.1.2.6. Bacilli Neben Clostridia und Mollicutes ist Bacilli die dritte Ordnung der
Klasse der Firmicutes. Dieses Phylum beinhaltet gram-positive Bakterien mit geringem
G+C Gehalt. Sie sind allgemein verbreitet in Böden, stellen jedoch nur einen gerin-
gen Anteil von 8% in Bodengesellschaften, da deren Zellen und Dauerstadien (Sporen)
schwer zu lysieren sind (Janssen, 2006). Desshalb kann angenommen werden, daß auch
in den namibischen Bodenproben dieses Phylum abundanter ist, als es die Ergebnisse
repräsentieren. In dieser Studie sind 14 Klone mit einer Sequenzidentität von ≥ 90%
folgenden bereits kultivierbaren Arten am ähnlichsten: Bacillus megaterium (AJ71381)
ist ein großes, stäbchenförmiges, aerobes Bodenbakterium (Vary et al., 2007). Bacillus
oleronius (AY988598) ist einer der wenigen gram-negativen Vertreter der Firmicutes und
wurde zum ersten Mal aus einem Termitendarm isoliert (Kuhnigk et al., 1995). Bacillus
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niacini (AB021194) ist ein häuﬁges Bodenbakterium. Studien nach Felske et al., (2004)
ergaben, dass von allen aus Böden extrahierten Bacillus-Arten 15% aus Bacillus niacini
bestehen. Ammoniphilus oxalaticus (Y14589) Das Genus Ammoniphilus besteht aus ae-
robe endosporenbildende, gramvariable stäbchenförmige Bakterien, welche Ammonium
abhängig, obligat oxalotroph und haloalkalitolerant sind sowie Oxidase- und Katalase-
positiv sind (Zaitsev et al., 1998). Oxalophagus oxalicus (Y14581) ist ein strikt anaero-
bes Bodenbakterium (Collins et al., 1994). Bacillus mucilaginosus (EU592043) ist ein
grampositives Rhizosphärenbakterium (Deng et al., 2003) Paenibacillus sp. (AJ345018)
und Paenibacillus polymyxa (AJ223989) sind Stickstoﬀ ﬁxierende Bodenbakterien, die
in Symbiose mit der Vegetation stehen (Lindberg et al., 1984). Bacillus massiliensis
(DQ350816) Zellen sind aerobe, Endosporen-bildende, gramnegative Stäbchen, mit pe-
ritriche Flagellen, die aus der Pﬂanzenrhizosphäre isoliert wurden. (Ding et al., 2005).
(Tab. 17, Anhang).
4.1.2.7. Chloroﬂexi Chloroﬂexi ist ein Phylum bestehen aus grünen Nichtschwefel-
bakterien, die in der Lage sind Photosynthese zu betreiben. Sie sind ﬁlamentös in ihrer
Morphologie und gram-negativ. Ihr Vorkommen in Böden ist ubiquitär (Klappenbach
et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit stellen Chloroﬂexibakterien mit 9% die viert
größte Gruppe.
4.1.2.8. Verrucomicrobia Dieses Phylum stellt mit 6% in der Klonbibliothek vor-
handen. Verrucomicrobia sind häuﬁg vorkommende Bakterien in Böden. Buckley and
Schmidt (2001) zeigten, dass die Abundanz der Verrucomicrobia starke mit dem Feuch-
tigkeitsgehalt im Boden korreliert. Da sich jedoch wenige Arten kultivieren lassen, ist
auch über dieses Phylum wenig bekannt (Jannsen, 2006). Drei Klone in den namibischen
Bodenprobe hatten eine Sequenzähnlichkeit von ≥ 90% mit einer bereits beschriebenen
Art: Opitus terrae (CP001032). Dieses obligate anaerobe Bakterium wurde vom Boden
eines Reisfeldes isoliert und fermentiert Polysaccharide im natürlichen Habitat (Rappé
und Giovannoni, 2003).
4.1.2.9. Proteobacteria In der Klonbibliothek der vorliegenden Arbeit ﬁndet sich ein
geringer Anteil an Proteobacteria (5%). Keine Sequenz kann jedoch einer bekannten oder
bereits beschriebenen Sequenz zugeordnet werden.
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4.2. Konklusion
Betrachtet man die gesamte Genbibliothek, zeigt sich in allen Bodenproben eine hohe
Diversität bestehend aus vielen verschiedenen phylogenetischen Gruppen. Ein Vergleich
der Daten dieser Arbeit mit der Studie von Janssen (2006) und Buckley (2003) über
die mikrobielle Diversität in Böden veranschaulicht eine ähnliche Zusammensetzung.
Mit Ausnahme der Proteobacteria treten in allen untersuchten Bodenhabitaten Actino-
bacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Chloroﬂexi und Bacilli auf. In den namibi-
schen Böden stellen Actinobacteria die größte Gruppe. Um dieses Ergebnis veriﬁzieren
zu können, sollte eine Vergleichsstudie mit allgemeinen bakteriellen Primern für die
Polymerase-Kettenreaktion durchgeführt werden. Deshalb ist auch davon auszugehen,
dass lediglich ein kleiner Ausschnitt der tatsächlichen Diversität dargestellt werden konn-
te. Ein weiteres Indiz für die hohe Diversität ist die geringe Zahl an bereits bekannten
Mikroorganismen auf Artniveau.
Nur ein Vertreter konnte mit einer Sequenzähnlichkeit von ≥ 99% einem Acidobacte-
rium zugeordnet werden. Mit dem verwendeten Primer, wurde versucht, ausschließlich
Acidobakteria zu erfassen. Diese Gruppe stellte jedoch mit 22% nur den drittgrößten
Anteil an allen erhaltenen Bakterienphyla. Einerseits erfasste der verwendete Primer
eine Vielzahl an Nichtzielorganismen, andererseits konnten nur für die Gruppe der Aci-
dobacteria Sequenzen auf Artniveau gefunden werden. Um diese Acidobacteria stärker
hervorzuheben, ohne den Primer wechseln zu müssen, könnten weitere Kompetitoren,
z.B. für Actinobacteria eingesetzt werden. Um die Speziﬁtät auf Acidobacteria in der 16S
rRNA-basierenden Methode zu erhöhen, könnte man mehrere Acidobakterien-speziﬁsche
Primer parallel verwenden. Um jedoch die gesamte Diversität erfassen zu können, ist es
nötig, eine Vielzahl von Klonierungen mit allgemeinen bakteriellen Primern durchzu-
führen. Dabei könnten auch Techniken wie hoch parallele Mikroarrays z.B. Phylochips
als sinnvolles Instrument eingesetzt werden. Um die Ergebnisse zu überprüfen wären
FISH-Techniken (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) mit geeigneten Sonden angemes-
sene Mittel.
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die unterschiedlich genutzten Böden
in ihrer mikrobiellen Zusammensetzung zu charakterisieren. Dabei wurde ebenfalls ein
Fokus auf acidobakterielle Sequenzen gelegt. Es wäre zu erwarten gewesen, dass die land-
wirtschaftlich genutzten Böden eine geringere Diversität aufweisen, als die unberührten
Böden, da sich durch Düngung die Nährstoﬀkonzentrationen ändern und bestimmte Mi-
kroorganismen imWachstum begünstigen könnten. Auch Brandrodungen und das darauf
folgende Ansetzen von Monokulturen könnte die Diversität in Böden verringern, denn
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die fehlende Vielfalt der Pﬂanzendecke könnte Nischen in der Rhizosphäre verdrängen.
Die namibischen Standorte zeigten aber keine signiﬁkanten Unterschiede in der mikro-
biellen Zusammensetzung der unterschiedlichen Böden. Betrachtet man ausschließlich
acidobakterielle Sequenzen ﬁnden sich ebenfalls keine speziﬁsche Verteilung. Um eine
sichere Aussage über den Einﬂuss von landwirtschaftlicher Nutzung auf die mikrobiel-
le Gemeinschaft treﬀen zu können, wären weitere Untersuchungen nötig (Pankhurst et
al., 2002). Man könnte auch hier verschiedene Primer anwenden, um auf Kosten der
Speziﬁtät die Gesamtheit der Mikroorganismen erfasst.
Keine molekularbiologische Technik ist frei von Fehlern und Nachteilen. Um eine um-
fangreiche Aussage treﬀen zu können ist es besonders in hoch diversen Habitaten wie
Böden ratsam, verschiedene Techniken anzuwenden. Es bleibt zu hoﬀen, dass im Zuge der
Entwicklung molekularbiologischer Verfahren sich die Untersuchung von Ökosystemen
nicht nur vereinfacht sondern sich auch in Anbetracht der systematischen Messabwei-
chungen speziﬁschere Betrachtungsweisen eröﬀnen.
67
5 ZUSAMMENFASSUNG
5. Zusammenfassung
Der anthropogene Einﬂuss auf Bodenhabitate durch Industrie und Landwirtschaft ist
nach wie vor weitgehend unbekannt. Intensive Landnutzung ist häuﬁg der Grund für
dauerhafte Schädigungen an Böden. Umso wichtiger ist es mikrobielle Gemeinschaften,
die den ständigen Beanspruchungen wie Düngung und Brandrodung ausgesetzt sind
zu untersuchen, um deren Bedeutung festzumachen. Zu diesem Zweck wurden Boden-
proben aus drei unterschiedlich bearbeiteten Böden für diese Arbeit bereitgestellt. Die
Probenahmestellen beﬁnden sich in den oﬀenen Waldregionen um das Kavangodelta
im Norden Namibias und stehen im Zuge des BIOTA-Afrika Projektes unter ständiger
Beobachtung.
Aufgrund der immer bedeutend werdenden molekularen Diagnostik wurde in dieser
Arbeit die Strategie der 16S rRNA-basierenden Analyse auf drei unterschiedliche Bo-
denhabitate angewendet, um unkultivierte Acidobacteria zu charakterisieren, und den
Einﬂuss der verschiedenen Bodenbehandlungsarten auf die mikrobiellen Gemeinschaf-
ten zu untersuchen. Für die Erstellung der 16S Gen-Bibliothek wurden spezielle Primer
eingesetzt. Von 234 gefundenen Sequenzen konnten 79 den Actinobacterien, 51 den Aci-
dobakterien, 53 den Bacilli und 19 den Chloroﬂexi zugeordnet werden. Damit stellen
Actinobakterien mit 33% das dominierende Phylum, gefolgt von Acidobakterien (22%)
und Bacilli (22%). Die übrigen Phyla (Verrucomicrobia,Proteobacteria, Cyanobacteria,
Nitrospira und OP10 machen 23% der Klonbibliothek aus. Unter den Acidobakterien
dominierte die Untergruppe 4 mit 16 Sequenzen gefolgt von der Untergruppe 3 mit 11
Sequenzen und Untergruppe 6 mit 7 Sequenzen. Zwischen den unterschiedlichen Boden-
behandlungsarten konnten keine signiﬁkanten Unterschiede gefunden werden. Sowohl
der unberührte Boden, als auch die landwirtschaftlich genutzten Böden zeigten in der
mikrobiellen Zusammensetzung ähnliche Spektren. Keine gefundene Sequenz konnte auf
Artniveau einem bereits bekannten oder kultivierten Vertreter zugeordnet werden.
Die in dieser Studie erhaltenen 16S Gensequenz-Daten geben über die hohe Diversität
in Bodenhabitaten Aufschluss. Weitere Untersuchungen könnten mit unterschiedlichen
Primern oder größeren Klondatenbanken bzw. mit anderen molekularbiologischen Tech-
niken als Referenz vorgenommen werden.
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6. Summary
Only little is known about the inﬂuence of industry and agricultur on soil habitats and
its microbial communities so far. Intensive land use is often a reason for irreparable soil
damage. Thefore, it is even more important to investigate on the impact of anthropo-
logical inﬂuence like manuring and ﬁre clearence on microorganisms in soil ecosystems.
In this study soil samples were taken from three diﬀerent treated soils in Namibia. The
aims of this project were to identify a key group of soil microorganisms: Acidobacteria,
which constitute a major part of soil bacteria. The database of Acidobacteria 16S rR-
NA sequences is growing permanently. The vast majority of this dataset is comprised
of sequences from non-cultured representatives. In 2007, Barns and colleagues extended
the classiﬁcation of Acidobacteria from 11 to 26 subdivisions. The majority of the new
subdivisions have only been detected in uranium contaminated soils so far.
The soil sampling sites, which are located in the Kavango region in the north of Nabi-
bia, are under maintainance of the BIOTA-Africa project. 29 diﬀerent soil samples were
screened from acre, pristine and fallow soils. Therefore, primers that speciﬁcally target
the phylum Acidobacteria were used to create a 16S rRNA gene library. 234 sequences
were obtained and analyzed. The dominant phyla of the gene library were Actinobacte-
ria (33 %), Bacilli (22 %) Acidobacteria (22 %) Chloroﬂexi (9 %) and Verrucomicrobia
(6 %) followed by Proteobacteria accounting for 5 % of the gene library. The remaining
phyla (Nitrospira, Cyanobacteria, OP 10) accounted for less than 3 %. Among the acido-
bacterial sequences subdivision 4 dominated with 16 sequences followed by subdivision
3 (11 sequences) and subdivision 6 (7 sequences). There were no signiﬁcant diﬀerences
in the microbial composition between the diﬀerent soil treatments. No bacterial clone
had a sequence similarity at genus level so that the physiological traits discussed remain
speculative.
Based on the 16S rRNA gene sequences obtained in this study, further studies can focus
more speciﬁcally on individual microbial communities by using more speciﬁc primers
or other molecular biological approaches to reveal their potential ecophysiologies. The
identiﬁcation of such bio-indicators should assist in the development of a forecast system
that allows predicting the inﬂuence of diﬀerent soil management modes on soil fertility.
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7. Abkürzungsverzeichnis
16S rRNA kleine Untereinheit der rRNA
°C Grad Celsius
e molarer Extinktionskoeﬃzient
l Wellenlänge
µ micro (10−6)
' Minute
 Sekunde
% Prozent
A Adenin
Abb. Abbildung
abs Absolut
ADP Adenosindiphosphat
Amp Ampicillin
AMP Adenosinmonophosphat
APS Adenosin-5'-phosphosulfat
ARB Softwarepaket ARB (von arbor, lat. Baum)
ATP Adenosintriphosphat
bidest doppelt destilliert
BLAST basic local alignment search tool
bp Basenpaar(e)
BSA Bovines Serumalbumin
bzw. beziehungsweise
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C Cytosin, Kohlenstoﬀ
c centi (10−2)
ca. circa
CaCl2 Kalziumchlorid
CaSO4 Kalziumsulfat
CO2 Kohlendioxid
dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat
DNS Desoxyribonukleinsäure
ds doppelsträngig
e− Elektron
E. coli Echerichia coli
EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat
ERG Eppendorf Reaktionsgefäß
et al. et alteri (lat. und andere)
EtBr Etidium Bromid
Ethanol Ethanol
F Vorwärts (verwendet für Primer)
g Gramm
G Guanin
G+C Mol % Guanin + Cytosin
h Stunde(n)
H2O Wasser
H2O2 Wasserstoﬀperoxid
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HCl Chlorwasserstoﬀsäure
k Kilo (103)
Kan Kanamycin
kb kilobasen
KbL Kilobasen-Leiter, DNS Längenstandard
l Liter
lacZ b-Galactosidase
LB Luria Bertani
m milli (10−3), Meter
M molar
MgCL2 Magnesiumchlorid
min Minute(n)
ML Maximum-Likelihood
MP Maximum-Parsimony
n nano (10−9)
N Normal
Nam namibische Bodenprobe
nt Nukleotid(e)
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natriumhydroxid
NJ Neighbour-Joining
OTU operational taxonomic unit
p.a. pro analyticum (lat., für die Analyse), Reinheitsmaß
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Pa Pascal
PBS Phosphat-gepuﬀerte Saline-Lösung
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion
R Rückwärts (verwendet für Primer)
RDP ribosomal database project
RNS Ribonukleinsäure
rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
rRNS ribosomale Ribonukleinsäure
RT Raumtemperatur (20 °C)
SDS Natrium-Dodecylsulfat
sec Sekunde(n)
sp. Art
spp. Arten
ss single stranded, einzelsträngig
T Thymin
Tab Tabelle
Tm Schmelztemperatur
TAE Tris-Acetat-EDTA
Taq thermostabile DNS-abhängige DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus
TBE Tris-Borsäure-EDTA
TE Tris-EDTA
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Temp. Temperatur
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U Units (Enzym), Uracil
ÜN über Nacht
UV Ultraviolett
V Volt
v/v Volumen/Volumen
Vol. Volumenanteil(e)
w/v Gewicht/Volumen
X-Gal 5-brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D-galactopyranosid
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A ANHANG
A. Anhang
Tabelle 20: Bakterielle Sequenzen mit ≥ 90% Sequen-
zähnlichkeit zu kultivierbaren Mikroorganismen
Klasse Klon Anzahl der
Klone
Nächster verwandter kultivierbarer
Mikroorganismus
16S Sequenzähn-
lichkeit
(%)
Acidobacteria NamBrCl23
NamAcCL23
NamBrCl30
NamUbCl108
NamUbCl131
NamUbCl31
NamUbCl8
NamBrCl72
NamUbCl88
NamAcCl99
NamBrCl71
NamAcCl99
12 Solibacter usitatus Ellin6076; CP000473 96
96
96
92
92
99
92
96
92
95
96
96
Actinobacteria NamBrCl67
NamBrCl34
NamAcCl1602
NamAcCl16
NamAcCl202
NamAcCl241
6 Arthrobacter globiformis; EU221373
Geodermatophilus obscurus; L40620
Nonomuraea bangladeshensis; AB274966
Streptomyces tendae; D63873
Blastococcus aggregatus; AJ430193
Pseudonocardia asaccharolytica; Y08536
97
97
99
97
97
97
Bacilli NamUbCl72
NamAcCl1
NamBrCl31
NamBrCl23
NamBrCl34
NamAcCl83
NamBrCl44
NamBrCl98
NamBrCl56
NamBrCl6
NamBrCl90
NamAcCl19
NamAcCl31
NamAcCl234
14 Bacillus megaterium; AJ71381
Bacillus megaterium; AJ71381
Bacillus oleronius; AY988598
Bacillus niacini ; AB021194
Ammoniphilus oxalaticus; Y14589
Ammoniphilus oxalaticus; Y14589
Oxalophagus oxalicus; Y14581
Oxalophagus oxalicus; Y14581
Bacillus mucilaginosus; EU592043
Paenibacillus sp.; AJ345018
Bacillus massiliensis; DQ350816
Bacillus massiliensis; DQ350816
Bacillus massiliensis; DQ350816
Paenibacillus polymyxa; AJ223989
98
98
95
96
96
96
96
96
98
97
96
96
96
97
Verrucomicrobia NamUbCl97
NamUbCl197
NamUbCl36
3 Opitutus terrae; CP001032 95
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